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Biološka zdravila predstavljajo eno izmed najbolj razvijajočih področij biofarmacevtske 
industrije. Terapevtski proteini, kamor spadajo monoklonska protitelesa in fuzijski proteini, 
ponazarjajo en del bioloških zdravil. Pridobivamo jih s pomočjo ustreznih celic tekom 
bioprocesa. Terapevtski proteini nudijo možnosti zdravljenja in terapij na različnih 
področjih. Uporabljamo jih za zdravljenje rakavih obolenj, avtoimunskih bolezni, za genske 
terapije in za zdravljenje različnih drugih bolezni. Najpogosteje uporabljena platforma za 
pridobivanje rekombinantnih proteinov so celice, pridobljene iz ovarijev kitajskih hrčkov, 
saj so sposobne procesirati kompleksno glikozilacijo in ostale post-translacijske 
modifikacije proteinov (Fan in sod, 2015; Horvat in sod., 2020). V zgodnji fazi razvoja 
bioprocesa je ključen cilj maksimalno povečanje celične produktivnosti in optimiziranje 
kakovosti produkta (zlasti glikozilacije) z zagotavljanjem ustreznih parametrov procesa, kot 
so pH, temperatura ter sestava gojišča in hranil. Med drugim predstavljajo vir energije tudi 
aminokisline. Nekatere aminokisline so celice sposobne sintetizirati same, določene pa 
morajo prejeti s hranili. Vplivajo na rast in produktivnost, zato je aminokislinska sestava 
gojišča ključen element pri gojenju sesalskih celic (Salazar in sod. 2016). Večinoma gojišča 
vsebujejo visoke koncentracije aminokislin, ki so ključne za potek bioprocesa, hkrati pa 
lahko previsoke koncentracije negativno vplivajo na kakovost produkta. Optimizacija 
sestave bioprocesne brozge je posledično ena od parametrov, s katero lahko znatno vplivamo 
na izboljšanje bioprocesa in končnega produkta. Instrumentalna tehnika, ki bi omogočala 
čim bolj sprotno podajanje informacij o aminokislinski sestavi, bi bila pomembna izboljšava, 
saj bi lahko že med bioprocesom ustrezno prilagajali njegovo sestavo (Fomina-Yadlin, 
2014). 
1.1 NAMEN MAGISTRSKE NALOGE 
Namen magistrske naloge je vzpostaviti analitsko metodo, s katero bi lahko med 
bioprocesom sprotno določevali vsebnost prostih aminokislin v bioprocesni brozgi. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Postavili smo sledeče hipoteze: 
1. Metoda mora biti primerna za analizo bioprocesnih vzorcev, kjer so poleg 
aminokislin prisotni tudi številni drugi produkti, ki lahko motijo ustrezno 
kvantifikacijo. 
2. Metodo bomo optimizirali in avtomatizirali, da bo tako priprava kot analiza vzorcev 
potekala na tekočinskem kromatografu. To bi pripomoglo tudi k boljši ponovljivosti 
in hitrejši izvedbi analize. 
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3. Metoda, ki jo želimo uporabljati, bo ustrezala validacijskim kriterijem za točnost, 
ponovljivost, specifičnost in robustnost. 
S takšno metodo bi lahko že tekom bioprocesa ustrezneje in hitreje prilagodili režim 
dohranjevanja celic ter potencialno izboljšali kakovost željenega produkta (npr.: 
monoklonskega protitelesa). Za preverjanje ustreznosti rezultatov razvojne analitske metode 
se uporablja referenčna metoda, ki pa ni primerna za sprotno merjene vsebnosti aminokislin. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PRODUKCIJA BIOLOŠKIH ZDRAVIL 
V zadnjih desetletjih so celice, pridobljene iz ovarija kitajskega hrčka (angl. Chinese hamster 
ovary cells, CHO celice) postale glavna platforma za produkcijo rekombinantnih proteinov. 
Z genskim inženiringom spremenjene CHO celice uporabljamo za pridobivanje bioloških 
zdravil, kot so monoklonska protitelesa in fuzijski proteini. Terapevtski proteini so 
kompleksne molekule z edinstveno molekulsko strukturo, na katero so lahko vezane različne 
molekule lipidov, sladkorjev in nukleotidov. CHO celice so sposobne proizvesti proteine z 
ustreznimi postranslacijskimi modifikacijami in kompleksno glikozilacijo. Kontrola 
glikozilacije je ena izmed ključnih dejavnikov pri pridobivanju neimunogenih proteinov za 
terapevtske namene, saj zaradi zagotavljanja varnosti in kakovosti za biološka zdravila velja 
stroga regulativa (Fan in sod., 2015; Torkashvand in sod., 2015). 
Pri razvoju bioprocesa je po selekciji najprimernejšega celičnega klona potrebno optimizirati 
celično rast, produkcijo ter zagotavljati kakovost produkta. S tem namenom se prilagaja 
sestava hranil in drugih komponent gojišča ter drugih parametrov, ki vplivajo na potek 
bioprocesa kot sta vrednost pH in temperatura. Trenutno je eden glavnih ciljev pri razvoju 
bioprocesov maksimalno povečati produktivnost brez negativnega vpliva na kakovost 
produkta, s čimer bi se lahko znižala tudi cena terapevtskih proteinov (Torkashvand in sod., 
2015). 
2.2 VPLIV SESTAVE GOJIŠČA NA PRODUKTIVNOST BIOPROCESA 
Formulacija sestave gojišča in hranil je zelo pomemben del razvoja bioprocesa. Pri 
optimizaciji si pomagajo s stehiometričnimi modeli, ki pa zaradi nihanja stopnje porabe 
aminokislin niso vedno uporabni. Med bioprocesom lahko še vedno pride do popolne porabe 
posamezne aminokisline. Zagotavljanje ustreznih vsebnosti posamezne aminokisline je zato 
še poseben izziv, zlasti pri šaržnih procesih in pri procesih z dohranjevanjem. Za hitrejši in 
bolj učinkovit razvoj sestave gojišč se najprej določi komponente z največjim vplivom na 
željen potek procesa, nato sledi optimizacija njihovih vsebnosti (Fomina-Yodlin in sod., 
2014). 
Aminokisline so ene izmed najpomembnejših hranil, ki spodbujajo rast celic, njihov razvoj 
in produktivnost. So vir dušika, gradniki proteinov in mediatorji številnih metabolnih poti 
(Torkashvand in sod., 2015). 
2.2.1 Aminokisline 
Aminokisline so molekule, sestavljene iz amino in karboksilne funkcionalne skupine ter 
stranske verige, ki določa specifičnost posamezne aminokisline. Delimo jih lahko glede na 
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lokacijo strukturne funckionalne skupine (na α, β. Γ ali δ-amino kisline), glede na njihovo 
polarnost, izoelektrično točko ali vrsto stranske verige (Nelson in Cox, 2005). 
Vsaka aminokislina, z izjemo glicina, obstaja v dveh enantiomerah, kot L- ali D- izomera, 
ki so zrcalna slika druga druge. V naravi najdemo aminokisline le v obliki L-izomere, 
medtem ko D-aminokisline najdemo v nekaterih proteinih s postranslacijskimi 
modifikacijami (Neilan in Shih, 2003; Nelson in Cox, 2005). 
Aminokisline so organske spojine, ene izmed glavnih gradnikov živih organizmov. V naravi 
najdemo preko 140 različnih aminokislin. Od tega jih je 22 proteinogenih, kar pomeni, da v 
procesu biosinteze tvorijo beljakovine (Ambrogelly in sod., 2007). So sestavni deli celic, 
encimov, receptorjev, signalnih molekul... (Fan in sod., 2015; Salazar in sod., 2016). 
Organizmi so nekatere aminokisline sposobni sintetizirati sami, te imenujemo ne-esencialne. 
Preostale aminokisline, esencialne, morajo celice prejeti iz okolja. Poleg esencialnih 
aminokislin, ki jih celice nujno potrebujejo za rast, se v gojišča dodajajo tudi ne-esencialne 
aminokisline, saj dodatno spodbujajo rast in produktivnost (Horvat in sod., 2020). Različni 
tipi celic so različno sposobni lastne sinteze aminokislin. Pojem esencialnosti je zato bolj 
smiselno opredeliti v kontekstu posameznih tipov celic kot celotnega organizma (Kilberg in 
sod., 2005). 
2.2.2 Odziv celic na vsebnost aminokislin  
Koncentracije aminokislin v bioprocesni brozgi imajo lahko številne posledice na same 
celice in produkt. Z zagotavljanjem optimalne vsebnosti preprečimo anomalije kot je na 
primer vgradnja napačne aminokisline, kar spremeni primarno aminokislinsko zaporedje 
proteina. Tekom raziskav so ugotovili, da na primer v celoti izčrpan asparagin iz gojišča 
lahko vodi v vgradnjo serina na mesto asparagina (Rouiller in sod., 2014). 
Sesalske celice imajo dva mehanizma za spremljanje in odzivanje na razpoložljivost 
intracelularnih aminokislin. Gre za mTOR (angl. mammalian target of rapamycin) in AAR 
(angl. amino-acids response) signalni poti, ki uravnavata stopnjo sinteze proteinov. Ko je 
intracelularna vsebnost aminokislin zadostna za celično rast, se aktivira mTor kinaza, kar 
sproži kaskado reakcij, ki kontrolirajo stopnjo translacije. mTor signalna transdukcija 
pozitivno vpliva na sintezo proteinov in posledično na celično rast. Nasprotno AAR signalna 
pot zaznava pomanjkanje aminokislin. Posledica je veriga reakcij, ki znižujejo stopnjo 
sinteze proteinov (Kilberg in sod., 2005; Fomina-Yadlin in sod., 2014). 
Pomanjkanje aminokislin regulira izražanje genov na številnih stopnjah od DNA do RNA 
oziroma do proteina. Znani so že številni vplivi na pričetek transkripcije, združevanje mRNA 
molekul (angl. RNA splicing), blokiranje mRNA procesiranja, blokiranje njihovega 
izločanja iz jedra v citoplazmo ter njihov vpliv na stabilizacijo mRNA molekul (Kilberg in 
sod., 2005). 
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Tudi previsoke koncentracije aminokislin v gojišču imajo lahko negativen vpliv na 
produkcijo in kakovost monoklonskih protiteles. Dodajanje aminokislin v gojišče lahko 
privede do sprememb v glikozilaciji produkta. Glikozilacija protiteles določa številne 
lastnosti, kot so topnost, stabilnost, imunogenost in farmakokinetika in je zato ključen 
parameter za ohranjanje kakovosti produkta (Chen in Harcum, 2006; Rouiller in sod., 2014). 
Vsebnost glutamina v gojišču ima znaten učinek na rast in produkcijo celic. Glutaminoliza 
je namreč poleg glikolize ključna metabolna pot CHO celic. Z glikolizo celice pretvarjajo 
glukozo kot glavni vir ogljika za tvorbo energije. Z glutaminolizo pa celice asimilirajo 
organski dušik za sintezo biomase, pri čemer se sprošča amoniak kot glavni stranski produkt. 
Za optimalno rast in sintezo produkta se zato poleg glukoze raziskuje najbolj ustrezno 
koncentracijo glutamina, njegove morebitne zamenjave ali možnost dohranjevanja (Fan in 
sod., 2015). 
Horvat in sod. (2020) so dokazali tudi izrazit vpliv serina v dohranjevalnem gojišču na 
pospešitev rasti celic in na povišanje produkcije. V kombinaciji z optimalnim omejevanjem 
koncentracije glukoze ter z dodajanjem določenih aminokislin tekom bioprocesa so 
izboljšali viabilnost celic na koncu bioprocesa in povečali donos željenega produkta. Hkrati 
so dokazali, da spremembe v metabolizmu celic pogosto modulirajo tudi glikozilacijo 
produkta, pomemben dejavnik, ki vpliva na kakovost in učinkovitost bioloških zdravil. 
Hranila, ki jih dodajamo tekom bioprocesa, lahko spreminjajo ravnovesje metabolnih poti. 
Primer tega je vsebnost serina in glicina, ki sodelujeta pri sintezi izhodnih spojin nukleinskih 
kislin skozi cikel tetrahidrofolata (THF). V pogojih, kjer primankuje L-serina, bo ob 
presežku glicina prišlo do proizvajanja L-serina. To preusmerja metabolite stran od THF 
cikla. Upočasnjen THF cikel pa vodi v zaviranje sinteze izhodnih spojin nukleinskih spojin 
in posledično v zaviranje celične proliferacije (Salazar in sod., 2016). 
Celice za rast nujno potrebujejo esencialne aminokisline, vendar imajo izrazite učinke na 
rast in sintezo proteinov tudi ne-esencialne. Fomina-Yadlin in sodelavci (2014) so dokazali, 
da ne-esencialne aminokisline, zlasti glutamin in asparagin, prav tako aktivajo AAR signalno 
pot, kar vodi v zmanjšano celično rast preko zaustavitve G1 faze celičnega cikla. 
Najbolj ustrezna aminokislinska sestava gojišča je odvisna od potreb za rast in 
razmnoževanje celic, poleg tega pa tudi od vsebnosti posameznih aminokislin v željenem 
izraženem proteinu kot končnem produktu. Optimalna sestava je torej individualna za 
posamezno celično linijo, za posamezni sintetiziran protein in za posamezno uporabljeno 
gojišče. Vpliv sestave gojišča in njegovo optimizacijo je zato potrebno obravnavati 
posamezno pri vsakem bioprocesu (Torkashvand in sod., 2015). 
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2.3 ANALITIKA AMINOKISLINSKE SESTAVE GOJIŠČ OZ. BIOPROCESNIH 
BROZG 
Za spremljanje poteka bioprocesa in njegovo optimizacijo je potrebna analitska metoda, s 
katero določamo vsebnosti posameznih aminokislin. Hitra in robustna analitika aminokislin 
je ključna za aplikacije na različnih področjih. Metode se zato stalno razvijajo, izboljšujejo 
in vpeljujejo nove tehnologije (Ferré in sod., 2019). 
Med procesom se hranila porabljajo in nastajajo različni metaboliti. Zato je potrebna 
analitska metoda, s katero lahko ugotavljamo vpliv spreminjanja koncentracij na kritične 
atribute kakovosti, kot je glikozilacija produkta ter vpliv na rastni profil celic. Kvantifikacija 
aminokislin v vzorcih iz posameznih časovnih točk bioprocesa se trenutno izvaja večinoma 
šele po njegovem zaključku. Tako lahko šele takrat ugotovimo morebitno porabo določenih 
aminokislin ali druge motnje bioprocesa, ki jih sicer sploh ne opazimo. Na tak način lahko 
šele z naslednjim bioprocesom karkoli spreminjamo in prilagajamo sestavo gojišča. S 
sprotnim (angl. real-time) določanjem vsebnosti aminokislin bi lahko pospešili te odzive in 
pravočasno ukrepali ter prilagajali vsebnosti aminokislin v bioprocesni brozgi (Powers in 
sod., 2019). 
2.3.1 Pregled analitskih metod za določanje vsebnosti aminokislin 
Večina aminokislin v svoji strukturi ne vsebuje kromoforne skupine, ki bi omogočala UV 
ali fluorescentno detekcijo. Izjema so tirozin, triptofan in fenilalanin, ki vsebujejo aromatske 
obroče, kar jim omogoča detekcijo v UV spektru že v nativni obliki. Preostale aminokisline 
za to potrebujejo dodaten korak – derivatizacijo. Postopek derivatizacije se lahko izvede na 
več različnih načinov (Ferré in sod., 2019): 
- Derivatizacija po končani separaciji (pogosto uporabljeno pri tekočinskih 
kromatografijah), s katero le povečamo možnost detekcije preko absorbance ali 
fluorescence, brez vpliva na predhodno ločbo. 
- Derivatizacija pred ločbo (uporaba pri plinski in tekočinski kromatografiji ter 
kapilarni elektroforezi). 
- Derivatizacija v kapilari (uporaba zgolj pri kapilarni elektroforezi). 
Kot ena prvih se je v v 50. letih prejšnjega stoletja uveljavila metoda, ki temelji na ločbi z 
uporabo ionsko-izmenjevalne kromatografije. Aminokisline se loči na podlagi njihove 
dvojne narave (nem. zwitterion), kar pomeni, da so zaradi svoje amino- in karboksilne 
skupine lahko pozitivno ali negativno nabite, odvisno od vrednosti pH okolja. Z 
ustvarjanjem pH gradienta se aminokisline ločijo glede na njihovo izoelektrično točko. Sledi 
derivatizacija z ninhidrinom, s čimer pridobimo vijolično obarvane derivate, ki se jih lahko 
detektira (Irvine, 1994). Metoda je bila zelo dolgotrajna, analiza enega vzorca je trajala 
približno 16 ur. Z razvojem visokotlačne tekočinske kromatografije so ta čas znatno 
skrajšali, na 1-2 uri. Velik napredek so zatem dosegli z uporabo tehnologije reverzno fazne 
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kromatografije, kjer je bil vzorec analiziran v 20-40 minutah. Še hitreje (< 10 min) pa danes 
dosežemo rezultate z ultravisokotlačno tekočinsko kromatografijo (UHPLC) (Rutherfurd in 
Gilani, 2009). 
Pri reverzno fazni kromatografiji ločimo komponente glede na različno polarnost, zato se na 
ta način uspešno ločijo le nepolarne aminokisline (tirozin, triptofan in fenilalanin), ne pa tudi 
ostale aminokisline, ki so močno polarne, zato je ključen korak derivatizacije. Po 
derivatizaciji postanejo aminokislinski derivati bolj hidrofobni, nepolarni, kar nam omogoča 
njihovo ločbo. Poleg tega derivatizacija omogoči njihovo detekcijo na podlagi absorbance 
oziroma fluorescence (Rutherfurd in Gilani, 2009). Pri ločbi s kapilarno elektroforezo ta 
korak ni nujno potreben, a je učinkovit, saj na ta način povečamo občutljivost metode (Ferré 
in sod., 2019). 
Največja slabost optičnega zaznavanja je pomanjkljivost analitske specifičnosti. To se zlasti 
izrazi pri kompleksnih bioloških vzorcih, ki lahko vsebujejo druge aminokisline ali spojine 
s podobnimi funkcijami kot aminokisline. Takšne komponente imajo lahko izredno podoben 
ali celo identičen čas zadrževanja na koloni. Kromatografske metode prav tako niso 
sposobne razlikovanja med izotopi (Kaspar in sod., 2009). Temu se lahko izognemo z 
uporabo masne spektrometrije (MS), ki večinoma omogoča tudi identifikacijo spojin, ki se 
koeluirajo (če le niso izobarne in nimajo enakega načina fragmentacije). Masna 
spektrometrija ima visoko selektivnost in občutljivost. Tehnologije tekočinske 
kromatografije, plinske kromatografije ali kapilarne elektroforeze sklopljene z masno 
spektrometrijo se stalno izboljšujejo in napredujejo. Rezultati potrjujejo, da je ta metoda 
ustrezno natančna in primerna za določevanje aminokislin v bioloških vzorcih. V številnih 
primerih derivatizacija ni več potrebna, kar tudi skrajša pripravo vzorca za analizo. Poleg 
MS, se za kvantifikacijo aminokislin uporablja tudi jedrska magnetna resonanca (angl. 
nuclear magnetic resonance, NMR), katere glavna prednost je detekcija vseh metabolitov, 
ki jih običajno spremljamo preko zaznavanja izotopov vodika, ogljika in dušika. 
Enostavnejša NMR, ki se uporablja za analizo organskih spojin, daje zelo ponovljive 
rezultate, njena pomanjkljivost pa je nizka občutljivost in velika količina vzorca, ki je 
potrebna za uspešno analizo (Kaspar in sod., 2009; Ferré in sod., 2019). 
V prihodnosti se pričakuje, da bo, zaradi svojih dobrih rezultatov, imela ključno vlogo v 
analitiki prostih aminokislin MS, sklopljena z različnimi tehnologijami. Metode se stalno 
razvijajo s ciljem po čim večji robustnosti in hitrosti ter krajši pripravi vzorcev, kar je vedno 
potrebno pri obsežnih študijah, kjer je število vzorcev zelo veliko (Ferré in sod., 2019). 
2.3.2 Derivatizacija aminokislin 
Za derivatizacijo so na voljo številni reagenti, ki večinoma reagirajo z amino skupino, 
nekateri pa s karboksilno skupino na aminokislini. Eden izmed najpogosteje uporabljenih je 
orto‐ftaldialdehid (OPA), kjer s preprosto pripravo in hitro reakcijo dobimo derivate, ki 
omogočajo UV in fluorescentno detekcijo, vendar derivatizira le primarne aminokisline. 
8 
Urh M. Kvantitativno določanje prostih aminokislin ... na visokotlačnem tekočinskem kromatografu.    
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021 
 
 
Poleg OPA reagenta je tudi danzil klorid primeren za derivatizacijo, saj produkte lahko 
detekiramo v obeh spektrih (Kaspar in sod., 2009; Rutherfurd in Gilani, 2009). Uporablja se 
tudi derivate fluorescein izotiocianata (FITC): N,N-dietil-2,4-dinitro-5-fluoroanilin 
(FDNDEA), 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (FDNB) in 1-fluoro-2,4-dinitrofenil-5-L-alanin 
amid (FDNPAA). Slednji so v praksi redkeje uporabljeni, zaradi prisotnosti stranskih 
produktov in dolgotrajne reakcije. Sukcinimidil ester, npr. 6-aminokinolil-N-hidroksi 
sukcinimidil-karbamat (AQC), prav tako s hitro reakcijo tvori stabilne produkte, vendar 
zaradi hidrolize v vodnih raztopinah vodi do nižjih izkoristkov derivatizacije. Za hitre 
reakcije, kjer segrevanje ni potrebno, so primerni tudi kloroformatni reagenti, kamor spadata 
FMOC in (+)/(−)-1-(9-fluorenil)etilkloroformat (FLEC). Reagenti se med seboj razlikujejo 
po številnih lastnostih, na osnovi katerih se izbere najbolj ustreznega za posamezno 
aplikacijo (Rutherfurd in Gilani, 2009; Ferré in sod., 2019). 
2.3.2.1 OPA reagent 
Orto-ftaldialdehid (OPA) je eden najbolj uporabljenih reagentov za derivatizacijo 
aminokislin pred ločbo. Reagira z α-amino skupino aminokislin v prisotnosti tiolne skupine, 
za kar se pogosto uporablja 2-merkaptoetanol. Shematski prikaz derivatizacije z OPA 
reagentom je prikazan na sliki 1. OPA je fluorogena spojina, katere produkti močno 
fluorescirajo (ekscitacija pri λ = 350 nm, emisija pri λ = 450 nm). Glavna slabost OPA 
reagenta je, da ne reagira s sekundarnimi aminokislinami in le šibko s cisteinom. Reakcija 
poteče v manj kot minuti, omogoča detekcijo zelo nizkih koncentracij aminokislin (fmol), 
tvorijo pa se stabilni derivati, ki jih lahko detektiramo preko merjenja absorbance ali 
fluorescence (Rutherfund in Gilani, 2009; Ferré in sod., 2019). 
 
Slika 1: Derivatizacija aminokisline z OPA reagentom (povzeto po: Rutherfurd in Gilani, 2009) 
2.3.2.2 FMOC reagent 
9-Fluorenilmetil kloroformat (FMOC) je reagent, ki s hitro derivatizacijo (30 s do 1 min) 
derivatizira tako primarne kot sekundarne aminokisline. Shematski prikaz reakcije s FMOC 
reagentom je prikazan na sliki 2. Nastali derivati fluorescirajo (ekscitacija pri λ = 260 nm in 
emisija pri λ = 313 nm) in so stabilni teden dni pri temperaturi 4 °C. Tudi FMOC reakcija je 
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izredno občutljiva, meja detekcije je v femtomolarnem območju. Slabost tega reagenta je, 
da prisotnost vode lahko privede do hidrolize in dekarboksilacije. Produkt je fluorescentni 
alkohol, ki se lahko koeulira s katero od aminokislin. Zato je ključno, da je čas med 
derivatizacijo in ločbo na kromatografskem sistemu čim krajši, saj je tako manj možnosti za 
nastanek omenjenih stranskih produktov. Dodatna slabost je nastanek več derivatov tirozina 
in histidina (mono in disubstitutne oblike) (Rutherfund in Gilani, 2009). 
 
Slika 2: Derivatizacija aminokisline s FMOC reagentom (povzeto po: Rutherfurd in Gilani, 2009) 
2.3.2.3 Kombinacija OPA in FMOC reagenta 
Čeprav je derivatizacija aminokislin z OPA reagentom ena najbolj zanesljivih in 
najpogosteje uporabljenih metod, z njo ne moramo določati vseh aminokislin, ki so 
pomembne za bioproces. Zato se je razvila metoda z dvostopenjsko derivatizacijo, kjer 
primarne aminokisline najprej derivatiziramo z OPA reagentom, nato pa s FMOC reagentom 
še sekundarne aminokisline. Obe reakciji potekata pri sobni temperaturi, vsaka reakcija traja 
približno minuto. FMOC derivati so bolj hidrofobni, zato med kromatografsko ločbo ne 
pride do interference z OPA derivati pri eluciji. Ob poteku derivatizacije s FMOC reagentom 
v reakcijski mešanici ni več prisotnih prostih tirozinov in histidinov, zato ne prihaja do 
nastanka disubstituiranih različic teh dveh aminokislin, kar bi motilo detekcijo. Za sočasno 
detekcijo derivatov obeh reagentov potrebujemo detektor, ki omogoča simultano detekcijo 
pri dveh valovnih dolžinah hkrati ali preklapljanje med njima, saj vsak reagent zahteva 
detekcijo pri drugi valovni dolžini. Derivate obeh reagentov lahko detektiramo bodisi preko 
absorbance bodisi preko fluorescence (Rutherfund in Gilani, 2009). 
2.4 TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA 
Visokotlačna in ultra visokotlačna tekočinska kromatografija oziroma HPLC in UHPLC 
(angl. high pressure liquid chromatohraphy in ultra high pressure liquid chromatography) 
predstavljata eno od kromatografskih tehnik, ki ima sposobnost ločevanja, analize in/ali 
čiščenja vzorcev. Danes je to ena najbolj uporabljenih tehnik, ki so jo prvič izvajali že okoli 
leta 1900. Princip delovanja vključuje tekočino- mobilno fazo, v kateri se lahko molekule – 
vzorci raztopijo in se nato, zaradi različnih interakcij s trdno površino – stacionarno fazo, 
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ločijo. Če molekulo, raztopljeno v ustrezni tekočini, potiskamo skozi kolono napolnjeno z 
trdnimi delci, s katerimi ima ta molekula interakcijo, bo za premikanje skozi kolono 
molekula potrebovala več časa kot samo topilo. Različne molekule imajo različne interakcije 
in zato je različna tudi hitrost njihovega potovanja skozi kolono. Za ločevanje različnih 
molekul med seboj lahko uporabljamo različne principe, ki temeljijo na podlagi kemijskih 
in fizikalnih lastnosti molekul. Zato ločimo adsorbcijsko, reverzno fazno, ionsko 
izmenjevalno in gelsko izključitveno kromatografijo (Bird, 1989; Lee, 2011). 
Najbolj začetna in osnovna kromatografija vsebuje kolono (cilinder), napolnjeno z drobnimi 
delci, na vrh katere se nanese vzorec. Čez vzorec se nato vlije topilo, ki zaradi sile gravitacije 
steče skozi kolono. S topilom se skozi kolono pomikajo tudi komponente vzorca, vsaka s 
svojo hitrostjo in se na tak način postopoma ločijo. Za lažjo vizualno spremljanje poti vzorca, 
so bili le-ti različno obarvani. Topilo, ki je priteklo skozi kolono so nato zbirali, ga odparili 
in tako določali vsebnosti določenih komponent v posameznih zbranih vzorcih (Lee, 2011). 
Novejše kromatografske kolone so bistveno manjše. Ključno je, da so delci trdne-stacionarne 
faze čim manjši. Danes so kolone napolnjene že s samo nekaj µm velikimi delci. S tem 
omogočajo čim večjo površino stacionarne faze, ki je izpostavljena vzorcu, poleg tega je 
potreben bistveno manjši volumen topila, skrajša pa se tudi čas potovanja po koloni. 
Zmanjševanje delcev in prostora med njimi ustvarja večji protitlak. Visok tlak lahko uniči 
številne trdne faze (npr. tiste ki so iz celuloze). Zato se v te namene uporabljajo drugi 
materiali, ki lahko zdržijo tudi višje tlake. Eden najbolj uporabljanih je kremen, oziroma 
njegove različne kemijske modifikacije (Bird, 1989). 
Za ustrezno delovanje današnjih visokotlačnih in ultra visokotlačnih tekočinskih 
kromatografij je danes potrebno več opreme, ki jo lahko delimo na dva dela. Najprej 
potrebujemo opremo, ki bo vzorec in topilo potiskala na in skozi kolono, ter nato opremo, 
ki bo omogočila detekcijo molekul, ki prihajajo iz kolone. Osnovni elementi so: črpalka, 
vzorčevalnik, razplinjevalnik in detektor, njihov shematski prikaz je predstavljen na sliki 3. 
Črpalka poskrbi za določen pretok mobilne faze do kolone. Črpalk je lahko več in prilagajajo 
tudi ustrezno sestavo mobilne faze (mešanje večih mobilnih faz med seboj). Z injektorjem 
se vzorec v vzorčevalniku injicira in dostavi v mobilno fazo. Da mobilne faze ne vsebujejo 
mehurčkov, se stalno razplinjujejo v razplinjevalniku. Za kolono pa je nameščen detektor, 
ki z različnimi načini detekcije zazna delce, ki prihajajo skozi (Bird, 1989; Lee, 2011). 
11 
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Slika 3: Shematski prikaz osnovnih elementov in delovanja HPLC sistema (Laboratoryinfo, 2020) 
2.4.1 Reverzno fazna tekočinska kromatografija 
Reverzno fazna kromatografija je analitska ločitvena tehnika, ki temelji na hidrofobnih 
interakcijah med delci raztopljenimi v mobilni fazi in imobiliziranimi hidrofobnimi ligandi, 
oziroma stacionarno fazo. Molekule, ki jih želimo ločiti, se glede na njihovo hidrofobnost 
različno reverzibilno adsorbirajo na hidrofobno stacionarno fazo in deadsorbirajo iz nje 
(Otter, 2003). 
Stacionarno fazo sestavlja porozni, netopni matriks, ki je ponavadi silikagel ali sintetični 
organski polimer, kot je polistiren. Na matriks so kemijsko vezani ligandi, ki najbolj 
določajo selektivnost metode. Najpogosteje uporabljeni ligandi so linearne verige 
ogljikovodikov (n-alkilne skupine) kot so: oktadecil, oktil in skupine z dvema ogljikoma. 
Moč hidrofobnih interakcij narašča sorazmerno z večjim številom alkilnih skupin. Na jakost 
vezave poleg ligandov in sestave mobilne faze vpliva tudi poroznost in stabilnost matriksa 
(Otter, 2003). Matriks iz silikagela je zelo nestabilen pri bolj bazičnih raztopinah in se lahko 
celo raztaplja pri visokem pH, zato se ne priporoča izpostavljanje raztopinam, ki imajo 
vrednost pH višjo (okoli 10). Za učinkovito derivatizacijo in ločbo aminokislin je najbolj 
optimalna višja vrednost pH. Da bi kolona ohranila svojo funkcionalnost tudi pri bolj 
bazičnih raztopinah, ima organsko modificiran silikagel, ki je bidentatno vezan 
(Palaniswamy, 2017). 
Analit najprej izpostavimo kromatografskemu matriksu v pogojih, ki spodbujajo vezavo 
nanj. Zato začnemo z mobilno fazo z nizko vsebnostjo organskega topila, nato pa z 
gradientom postopoma povečujemo koncentracijo organskih topil, kar povzroči, da se 
postopoma analiti tudi deadsrobirajo iz matriksa in eluirajo (Otter, 2003). 
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Organizacija The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) je odgovorna za postavljanje smernic, s katerimi 
preverjamo in potrjujemo ustreznost metod za njihovo dejansko končno uporabo v različnih 
korakih pri pridobivanju zdravil. Preverjanje ustreznosti metod imenujemo validacija 
(European Medicines Agency, 1995). Validacijski parametri so odvisni od namena metode, 
najpogostejši so opisani v preglednici 1. 
Preglednica 1: Najpogostejši validacijski parametri (European Medicines Agency, 1995) 
Validacijski parameter Opis 
Točnost Ujemanje dejanske oz. znane referenčne vrednosti z izmerjeno. 
Natančnost Ujemanje rezultatov večkrat analiziranega istega vzorca (ponovljivost 
rezultatov večkrat zaporedoma analiziranega vzorca ter primerljivost 
rezultatov vzorca analiziranega z enakim postopkom ampak z različno 
opremo, drugim izvajalcem, na različne dni). 
Specifičnost Sposobnost metode, da nedvoumno analizira željeni analit tudi v 
prisotnosti drugih komponent (nečistoče, dodatki, razgradni produkti). 
Meja detekcije Najnižja količina analita v vzorcu, ki jo še lahko zaznamo z metodo. 
Meja kvantifikacije Najnižja količina analita v vzorcu, ki jo lahko kvantitativno določimo z 
ustrezno točnostjo in natačnostjo. 
Linearnost Sposobnost metode, da znotraj določenega obsega podaja rezultate, ki so 
neposredno sorazmerni s koncentracijo analita v vzorcu. 
Obseg Podaja interval med najnižjo in najvišjo koncentracijo analita v vzorcu, 
kjer analitska metoda podaja rezultate z ustrezno natačnostjo, 
ponovljivostjo ter linearnostjo. 
Robustnost Merilo sposobnosti, da na metodo ne vplivajo manjše spremembe v 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIALI IN NAČRT POSKUSA 
3.1.1 Uporabljene kemikalije 
Vse kemikalije, ki smo jih uporabljali pri izvajanju eksperimentov, so analitske čistosti. 
- Boratni pufer (0,4 M, pH = 10,2) (Agilent) 
- FMOC reagent (Agilent) 
- OPA reagent (Agilent) 
- L-4-hidroksiprolin (Agilent) 
- L-asparagin (Agilent) 
-  L-glutamin (Agilent) 
- L-triptofan (Agilent) 
- L-norvalin (Agilent) 
- L-sarkozin (Agilent) 
- Putrescin dihidroklorid (1,4-diamino-butan-dihidroklorid) (Sigma Aldrich) 
- Agilent aminokislinski standard (1 nmol/µL) (Agilent) 
- Klorovodikova kislina (0,1 M) (Merck) 
- Klorovodikova kislina (32 %) (Merck) 
- Dinatrijev hidrogen fosfat (Na2HPO4) (Sigma Aldrich) 
- Dinatrijev tetraborat dekahidrat (Na2B4O7 × 10 H20) (Sigma Aldrich) 
- Acetonitril (Honeywell) 
- Metanol (Honeywell) 
- Fosforna kislina (H3PO4) (Merck) 
- AccQ•Tag Ultra Eluent A (Waters) 
- AccQ•Tag Ultra Eluent B (Waters) 
- DL-α-amino-n-butanojska kislina (AABA) (Aldrich) 
- Waters aminokislinski standard (Waters) 
- AccQ•Tag kit: AccQ•Tag boratni pufer, AccQ•Tag reagent v prahu, AccQ•Tag 
diluent (Waters) 
- Komplet za določanje hidroksiprolina (Sigma Aldrich): oksidacijski pufer, kloramin 
T koncentrat, DMAB (4-(dimetilamino) benzaldehid) koncentrat v dimetil sulfoksidu 
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(DMSO), raztopina perklorne kisline in izopropanola, standard hidroksiprolina 
1mg/mL 
3.1.2  Voda 
Za pripravo raztopin, pufrov in vzorcev smo uporabljali vodo, prečiščeno s sistemom Mili-
Q, proizvajalca Milipore. 
3.1.3 Raztopine  
Raztopine, ki smo jih uporabljali v magistrski nalogi, so opisane v preglednici 2. 
Preglednica 2: Raztopine uporabljene v magistrski nalogi 
Raztopina Lastnosti 
Mobilna faza A (OPA in FMOC metoda) 10 mM Na2HPO4, 10 mM Na2B4O7, pH 8,2 
Mobilna faza B (OPA in FMOC metoda) 45 % acetonitril, 45 % metanol, 10 % voda 
Raztopina za redčenje vzorcev (OPA in FMOC 
metoda) 
100 mL mobilne faze A + 0,4 mL koncentrirane H3PO4 
Mobilna faza A (AQC metoda) 10 % AccQ•Tag Ultra Eluent A (komercialno 
pripravljena koncentrirana mešanica voda/organsko 
topilo) 
Mobilna faza B (AQC metoda) AccQ•Tag Ultra 
Eluent B 
Komercialno pripravljena raztopina organskega topila 
Raztopina za spiranje sistema 20 % in 100 % acetonitril 
Raztopina za spiranje injektorja 5 % in 95 % acetonitril 
3.1.4 Standardi 
Za zagotavljanje ustreznosti delovanja same metode in analize ter za validacijo metode smo 
uporabljali kontrolne vzorce, ki smo jih vedno analizirali poleg realnih vzorcev. Kontrolni 
vzorec so predstavljale kombinacije različnih standardov. 
Standardi, ki so se uporabljali v magistrski nalogi, so opisani v preglednicah 3 in 4. 
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Preglednica 3: Standardi uporabljeni za OPA in FMOC metodo 
Standard Sestava, priprava 
Založna raztopina dodatnih aminokislin (18 
nmol/µL vsake AK) 
59,45 mg L-asparagina, 59,00 mg L-4-hidroksiprolina, 
65,77 mg L-glutamina in 91,95 mg L-triptofana v 25 mL 
0,1 M HCl 
Založna raztopina internega standarda (10 
nmol/µL vsake AK) 
58,58 mg L-norvalina in 44,54 mg L-sarkozina v 0,1 M 
HCl 
Agilent aminokislinski standard Mešanica 17 hidroliziranih aminokislin v 0,1 M HCl: L-
alanin, L-arginin, L-asparaginska kislina, L-cistein, L-
glutaminska kislina, glicin, L-histidin, L-izolevcin, L-
levcin, L-lizin, L-metionin, L-fenilalanin, L-prolin, L-
serin, L-treonin, L-tirozin, L-valin 
Končna standardna raztopina (900 pmol/µL 
vsake AK in 500 pmol/µL internih 
standardov) 
5 mL založne raztopine dodatnih aminokislin in 5 mL 
založne raztopine internih standardov. 100 µL mešanice v 
900 µL Agilent aminokislinskega standarda 
Preglednica 4: Standardi uporabljeni za AQC metodo 
Standard Sestava, priprava 
Založna raztopina dodatnih aminokislin (2,5 
mM posamezne AK) 
33,08 mg L-asparagina, 32,77 mg L-4-hidroksiprolina, 
36,53 mg L-glutamina, 56,16 mg L-triptofana ter 40,26 
mg putrecina v 25mL 0,1 M HCl 
Raztopina internega standarda (2,5 mM) 25,8 mg AABA v 100 mL 0,1 M HCl 
Waters aminokislinski standard (2,5 mM 
vsake AK, razen cistein 1,25 mM) 
Mešanica 17 hidroliziranih aminokislin v 0,1 M HCl: L-
alanin, L-arginin, L-asparaginska kislina, L-cistein, L-
glutaminska kislina, glicin, L-histidine, L-izolevcin, L-
levcin, L-lizin, L-metionin, L-fenilalanin, L-prolin, L-
serin, L-treonin, L-tirozin, L-valin 
Končna standardna raztopina (0,25 mM 
vsake AK, razen cistein 0,125 mM) 
20 µL internega standarda, 20 µL Waters AK standarda in 
20 µL založne raztopine dodatnih aminokislin v 140 µL 
MiliQ vode 
3.1.5 Vzorci 
Za analizo bioprocesnih vzorcev smo uporabili vzorce, ki so bili odvzeti tekom bioprocesa. 
Vzorce bioprocesne brozge smo pred aminokislinsko analizo le filtrirali, s čimer smo 
odstranili celice in druge večje delce. V tem bioprocesu smo s pomočjo tehnologije 
rekombinantne DNA v CHO celicah pridobivali fuzijski terapevtski protein. Vzorci 
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Naprave, uporabljene pri magistrski nalogi: 
- UHPLC sistem Waters Acquity (binarna črpalka, avtosampler, TUV detektor) 
- UHPLC sistem Agilent 1290 Infinity II (binarna črpalka, avtosampler, DAD detektor) 
(Slika 4) 
- Tecan FREEDOM EVO200 robotski sistem za pripravo vzorcev z integriranim 
inkubatorjem Te-Shake (Tecan) in inkubacijko komoro (Inheco) 
- Analitska tehtnica (Mettler Toledo) 
- pH meter (Mettler Toledo) 
- Črpalka za fltriranje (Millipore) 
- Mešalna plošča (Tehtnica) 
- Vibracijski mešalnik (Velp Scientifica) 
- Termomikser (Eppendorf)  
- Centrifuga (Eppendorf)) 
- Spektrofotometer (Tecan) 
 
Slika 4: Prikaz UHPLC sistema (Agilent …, 2017a) 
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Pripomočki uporabljeni pri magistrski nalogi:  
- Steklene viale (z insertom in brez njega) (Agilent) 
- Pokrovčki za viale (Agilent) 
- Pipete (5 mL, 1 mL, 200 µL in 100 µL) in nastavki za pipete (Sartorius BioHit) 
- Polipropilenske mikrocentrifugirke 0,5 mL in 1,5 mL (Eppendorf) 
- Membranski filtri (velikost por: 0,22 μm) (Millipore) 
- Falkonke (Corning) 
- Merilni valj (Blau brand, Duran) 
- Merilna bučka (25 mL, 50 mL, 1 L, 3 L) (Blau brand, Duran) 
- 96 well ploščica (1 mL, 0,5 ) (Eppendorf) 
- Steklenice (0,25 L, 0,5 L, 1 L, 2 L 3 L) (Schott, Duran) 
3.2.1 Kromatografska kolona 
Pri magistrski nalogi smo za OPA in FMOC metodo uporabljali kromatografsko kolono 
AdvanceBio AAA LC, dimezije 3,0 mm × 100 mm, z 2,7 µm delci in porami velikosti 110 
Å. Kolona je sestavljena iz silikagela, na katerega je kemijsko vezan C18 (oktadecil). 
Za referečno AQC metodo smo uporabljali kromatografsko kolono AccQ•Tag Ultra C18, 
dimezije 2,1 mm × 100 mm, z 1,77 µm delci in porami velikosti 130 Å. 
3.2.2 Programska oprema (Statistična obdelava podatkov) 
Za izvajanje analiz in obdelavo podatkov smo uporabljali kromatografsko programsko 
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3.3.1 OPA in FMOC metoda 
V magistrski nalogi smo izbrali metodo, ki temelji na derivatizaciji z OPA in FMOC 
reagentoma, katerih derivatizacijske produkte nato ločimo na podlagi reverzno fazne 
kromatografije, ki spada pod tekočinsko kromatografijo. Metodo smo povzeli po navodilih 
proizvajalca (Palaniswamy, 2017) in jo nato optimizirali. Reagenta sta bila izbrana, ker 
omogočata hitro reakcijo in nezahtevno pripravo vzorca, potrebujemo pa oba, saj OPA 
reagent omogoča derivatizacijo samo primarnih aminokislin, FMOC pa derivatizira še 
sekundarne aminokisline. Potek OPA in FMOC metode je prikazan na sliki 5, v preglednici 
5 pa je navedeno, katere aminokisline se derivatizirajo s posameznim reagentom. Strukturne 
formule vseh aminokislin, ki jih določamo z OPA in FMOC metodo, so navedene v prilogi 
G. Čeprav FMOC sicer derivatizira tako primarne kot sekundarne aminokisline, ga pri tej 
metodi uporabljamo le za detekcijo sekundarnih. 
 
Slika 5: Prikaz poteka OPA in FMOC metode za določanje aminokislin v bioprocesni brozgi 
Preglednica 5: Pregled aminokislin, ki jih pri OPA in FMOC metodi detektiramo po derivatizaciji s 
posameznim reagentom 
Reagent Določevanje aminokislin 
OPA Primarne aminokisline: asparaginska kislina, glutaminska kislina, asparagin, serin, 
glutamin, histidin, glicin, treonin, arginin, alanin, tirozin, cistein, valin, norvalin, 
metionin, triptofan, fenilalanin, izolevcin, levcin, lizin 
FMOC Sekundarne aminokisline: hidroksiprolin, sarkozin, prolin 
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3.3.2.1 Dilucija in derivatizacija z OPA in FMOC reagentom 
Postopek smo optimizirali in avtomatizirali, da poteka na enakem sistemu kot ločba. 
Derivatizacijski program, ki se izvede v avtomatskem vzorčevalniku sistema, je predstavljen 
v spodnjih korakih: 
1. Zajem 2,5 µL iz viale z boratnim pufom 
2. Zajem določenega volumna iz viale z vzorcem 
3. Mešanje 5× 
4. Inkubacija 0,2 min 
5. Zajem 0,5 µL iz viale z OPA reagentom 
6. Mešanje 10× 
7. Zajem 0,4 µL iz viale s FMOC reagentom 
8. Mešanje 10× 
9. Zajem 32 µL iz viale z dilucijsko raztopino 
10. Mešanje 8× 
11. Injiciranje na kolono 
3.3.2.2 Derivatizacija z AQC reagentom 
V predhodno ogretem termobloku (pri temperaturi 55 °C), smo 10 min inkubirali AccQ•Tag 
reagent, ki smo mu pred tem dodali 1 mL AccQ•Tag dilucijskega pufra, s čimer se reagent 
aktivira. 
Tako dilucija vzorcev in standardov kot njihova derivatizacija je potekala na avtomatskem 
pipetirnem sistemu. Najprej smo 10 µL ustrezno redčenemu vzorcu dodali 70 µL AccQ•Tag 
boratnega pufra in 20 µL AccQ•Tag pripravljenega reagenta. Po mešanju je sledila 
inkubacija pri temperaturi 55 °C, 10 min. 
3.3.3 Pogoji in nastavitve pri OPA in FMOC metodi na Agilent 1290 Infinity II LC 
sistemu 
- Pretok: 0,62 mL/min 
- Temperatura kolone: 40 °C 
- Temperatura vzorčevalnika: 5 °C 
- Detektor: 338 nm in 262 nm 
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Derivatizirane aminokisline se na osnovi različne polarnosti postopoma ločujejo med 
gradientim programom, ki je za OPA in FMOC metodo opisan v preglednici 6, za referenčno 
metodo pa v preglednici 7. 
Preglednica 6: Gradientni program, uporabljen pri OPA in FMOC metodi 
Čas [min] % Mobilna faza A % Mobilna faza B 
0 98 2 
0,35 98 2 
13,4 43 57 
13,5 0 100 
15,7 0 100 
15,8 98 2 
18 98 2 
3.3.4 Pogoji in nastavitve pri AQC metodi na Waters UHPLC sistemu 
- Pretok: 0,7 mL/min 
- Temperatura kolone: 56 °C 
- Temperatura vzorčevalnika: sobna temperatura 
- Detektor: 260 nm 
Preglednica 7: Gradientni program, uporabljen pri AQC metodi 
Čas [min] % Mobilna faza A % Mobilna faza B 
0 99,9 0,1 
0,54 99,9 0,1 
5,74 90,9 9,1 
7,74 78,8 21,2 
8,04 40,4 59,6 
8,64 40,4 59,6 
8,73 99,9 0,1 
9,5 99,9 0,1 
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3.3.5 Test vsebnosti hidroksiprolina 
Oksidiran hidroksiprolin v reakciji z DMAB reagentom tvori vijolično obarvan produkt, ki 
ga lahko kolorimetrično določimo pri 560 nm. 
Redčitve standarda hidroksiprolina (za umeritveno krivuljo) in ustrezne redčitve vzorca smo 
nanesli na mikrotitrsko ploščico s 96 luknjicami in jo odprto inkubirali pri 60 °C, da so vzorci 
izhlapeli. V vsako luknjico z vzorcem smo nato dodali predhodno redčen kloramin T v 
oksidacijskem pufru. Po 5-minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo v vsako luknjico 
dodali še DMAB reagent, redčen z mešanico perkloratne kisline in izopropanola. Po 90 min 
pri 60 °C smo izmerili absorbanco pri 560 nm. 
22 
Urh M. Kvantitativno določanje prostih aminokislin ... na visokotlačnem tekočinskem kromatografu.    




V magistrski nalogi smo optimizirali in razvili metodo za določanje prostih aminokislin v 
bioprocesni brozgi na podlagi standardnih raztopin aminokislin. Po končani optimizaciji 
smo preverili, če metoda ustreza validacijskim parametrom. Nato smo metodo testirali na 
realnem vzorcu bioprocesne brozge. 
4.1 TESTIRANJE METODE ZA DOLOČANJE PROSTIH AMINOKISLIN V 
BIOPROCESNI BROZGI PO NAVODILIH PROIZVAJALCA 
Pri razvoju metode smo najprej testirali delovanje analitske metode kvantitativnega 
določanja prostih aminokislin v bioprocesni brozgi v skladu z navodili proizvajalca. 
Potrebno je bilo prilagoditi pripravo vzorcev, ki vključuje redčenje in derivatizacijo, 
zagotoviti čimbolj optimalne pogoje za reakcijo ter optimizirati interpretacijo pridobljenih 
kromatogramov, da čim lažje in hitreje pridobimo končne rezultate o vsebnostih aminokislin. 
Sprva smo sledili postopku, ki ga navaja proizvajalec. Pripravili smo končno raztopino 
Agilent aminokislinskega standarda (Preglednica 3) s koncentracijo 900 pmoL/µL. Sliki 6 
in 7 prikazujeta oba kromatograma, ki smo ju dobili po derivatizaciji in ločbi standarda. 
Slika 6 predstavlja derivate OPA reagenta, ki jih detektiramo pri valovni dolžini 338 nm, 
medtem ko slika 7 predstavlja derivate FMOC reagenta, ki jih detektiramo pri valovni 
dolžini 262 nm. Na sliki 8 sta prikazana oba kromatograma, prekrivajoča, kjer se po 10. 
minuti opazi pričetek elucije sekundarnih aminokislin. 
 
Slika 6: Kromatogram standarda pri 338 nm 
 
Slika 7: Kromatogram standarda pri 262 nm 
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Slika 8: Kromatograma standarda pri 338 nm (rdeč kromatogram) in 262 nm (črn kromatogram) 
Za lažjo interpretacijo rezultatov in kvantificiranje kromatografskih vrhov smo se odločili, 
da v programu združimo oba kromatograma. Posnamemo kromatograma pri obeh valovnih 
dolžinah, za vsak vzorec, oba snemamo 18 min. Program nato po eluciji lizina in pred elucijo 
hidroksiprolina naredi preklop valovne dolžine iz 338 nm na 262 nm, kot prikazuje slika 9. 
Točno časovno točko preklopa določimo pri vsaki analizi znova, po pregledu 
kromatogramov standarda pri posameznih valovnih dolžinah. 
 
Slika 9: Končni kromatogram standarda, s kombinacijo kromatogramov pri 338 nm in 262 nm 
V programu za obdelavo podatkov smo ustvarili tudi novo procesirno metodo, ki ustrezno 
integrira kromatografske vrhove in jih poimenuje po pripadajočih aminokislinah. Glede na 
retenzijski čas posameznega vrha smo ga poimenovali v skladu s proizvajalčevimi navodili 
(Slika 11). Proizvajalčev kromatogram standarda, referenco za kvantifikacijo 
kromatografskih vrhov, prikazuje slika 10. 
 
Slika 10: Kromatogram standarda kot ga navaja komercialni proizvajalec 
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Slika 11: Združen kromatogram standarda z integriranimi in poimenovanimi kromatografskimi 
vrhovi 
4.2 OPTIMIZACIJA IN RAZVOJ METODE 
Metoda je bila optimizirana na podlagi standardne raztopine (Preglednica 3). 
4.2.1 Zadrževanje vzorca 
Zadrževanje vzorca oziroma angleško »carry-over« je bil eden prvih izzivov, s katerim smo 
se soočili. Po derivatizaciji vzorca in njegovem injiciranju na kolono, se je del derivatiziranih 
aminokislin zadržal nekje na poti med injektorjem in kolono. Ta pojav smo opazili, ko smo 
za vzorcem injicirali slepi vzorec (angl. blank), kjer so se pojavljali kromatografski vrhovi, 
ki sicer ne bi smeli biti prisotni. 
Za slepi vzorec smo uporabljali mobilno fazo A. Kromatogram, ki smo ga dobili pri analizi 
slepega vzorca, ne vsebuje nobenih vrhov. Opazi se le manjši vrh pri 17. minuti, ki pa je 
zunaj območja elucije aminokislin, ki jih metoda določa in ne koeluira z nobeno izmed njih 
(Slika 12). 
 
Slika 12: Kromatogram slepega vzorca 
Po injiciranju prvega slepega vzorca, takoj za standardom, smo dobili kromatogram, ki ga 
prikazuje slika 13 v modri barvi. Po injiciranju drugega slepega vzorca, ki je sledil prvemu, 
pa v kromatogramu ni bilo več kromatografskih vrhov (Slika 13, zelen kromatogram). 
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Slika 13: Prikaz zadrževanja vzorca na kromatografskem sistemu 
Izračunan delež zadrževanja preko celokupnih površin kromatografskih vrhov znaša 27 %. 
Podatki o izračunu deleža zadrževanja vzorca so prikazani v preglednici 8. 
Preglednica 8: Prikaz deleža zadrževanja vzorca izračunanega preko celokupnih površin 
kromatografskih vrhov 
 Celokupna površina kromatografskih vrhov [µV × s] 
Standard 1611606 
1. slepi vzorec 432291 
delež zadrževanja vzorca 26,82 % 
Slepi vzorec je mobilna faza, ki ne vsebuje nobenih komponent, ki bi se derivatizirale in 
posledično detektirale pri izbranih valovnih dolžinah. Ker smo v slepem vzorcu, ki je sledil 
standardu, zaznali enak profil kromatografskih vrhov, kot je pri standardu, smo vedeli, da se 
derivatizirane aminokisline standarda zadržujejo v sistemu med injektorjem in detektorjem. 
Da bi preverili, če je vzrok v zadrževanju vzorca na koloni, smo podvojili čas analize. 
Dvakrat zaporedoma smo ponovili gradient z mobilnima fazama. V primeru, da bi se 
aminokisline zadržale na koloni, bi se postopoma eluirale v drugi ponovitvi gradienta. 
 
Slika 14: Kromatogram standarda pri podvojenem gradientnem programu 
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Rezultat testa s podvojenim gradientnim programom prikazuje slika 14. V drugi ponovitvi 
gradientnega programa ni prisotnih nobenih kromatografskih vrhov, kar pomeni, da se 
derivatizacijski produkti niso zadrževali na koloni. 
Injektor, s katerim se injicira vzorec, reagenti, pufri in dilucijska raztopina je pogosto glavni 
vzrok za zadrževanje vzorca. Da bi to preprečili, smo poskušali spirati injektor z različnimi 
raztopinami: 20 % acetonitril, 100 % acetonitril, 10 % izopropanol, 30 % izopropanol ter 
100 % metanol. Preverili smo tudi z različnimi trajanji spiranj: 20 s, 30 s in 60 s. Na podlagi 
preteklih pozitivnih laboratorijskih izkušenj smo spirali tudi z različnimi kombinacijami 
organskih topil. Spiranje smo dodali po injiciranju vzorca iz viale ter po injiciranju 
derivatiziranega vzorca na kolono. Nobeno izmed testiranih spiranj ni pripomoglo k 
zmanjšanju deleža zadrževanja vzorca. 
Nadaljnji podrobni pregled lastnosti sistema je pokazal vzrok zadrževanja vzorca. Po 
navodilih proizvajalca sistema je po injiciranju derivatiziranega vzorca sistem preklopil na 
obvod (angl. bypass), kjer se mobilna faza, ki poganja vzorec skozi sistem na kolono, spelje 
mimo injektorja. Del derivatiziranih produktov je še ostal v cevki injektorja in se zaradi tega 
niso imeli možnosti sprati naprej na kolono. Korak, v katerem sistem preklopi iz glavne poti 
mobilne faze skozi sistem (angl. mainpass) na obvod (ob injiciranju na kolono), smo zato 
odstranili iz derivatizacijskega programa. 
 
Slika 15: Prikaz uspešno odstranjenega zadrževanja vzorca na sistemu 
S tem smo tudi uspešno rešili problem in odstranili zadrževanje vzorca na sistemu. Analiza 
slepega vzorca (moder kromatogram na sliki 15), ki je sledila analizi standarda (črn 
kromatogram), je bila ustrezna, brez kromatografskih vrhov. 
4.2.2 Spiranje injektorja  
Da bi preprečili morebitno zadrževanje vzorca pri vsaki pripravi, smo v delovanju 
kromatografskega sistema ohranili spiranje injektorja z 20 % acetonitrilom po injiciranju 
vzorca iz viale in po injiciranju derivatiziranega vzorca na kolono. Pri spremljanju rezultatov 
smo zaznali znatno razliko v kromatogramu, natančneje v spektru FMOC reagenta smo 
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zaznali nižje odzive nekaterih kromatografskih vrhov. Topilo, uporabljeno za spiranje, je 
najverjetneje prišlo v interakcijo z reakcijsko mešanico v injektorski zanki med pripravo. 
Posledica je slabši izkoristek reakcije s FMOC reagentom, kar sklepamo na podlagi nižjih 
kromatografskih vrhovih od FMOC spektra (Slika 16). Spiranje injektorja smo popolnoma 
odstranili iz priprave vzorca, kromatografski vrhovi so bili zopet ustrezni, prav tako pa se 
nikoli med poskusom ni več pojavilo zadrževanje vzorca, kar smo med analizami preverjali 
z vmesnimi slepimi vzorci. 
 
Slika 16: Prikaz kromatograma standarda brez dodatnega spiranja injektorja (črn kromatogram) in 
kromatograma standarda z dodatnim spiranjem injektorja (moder kromatogram). 
4.2.3 Nespecifični vrh 
Pri analizi rezultatov smo opazili kromatografski vrh X, ki se je stalno pojavljal v vseh 
kromatogramih. Ta nespecifični vrh se elulira takoj za hidroksiprolinom, kot je prikazano na 
sliki 17, pri retenzijskem času 10,75 min. Vrhova med seboj nista popolnoma ločena z bazno 
linijo, zato kromatografski vrh X moti kromatografsko ločbo in integracijo hidroksiprolina. 
 
Slika 17: Prikaz kromatografskega vrha hidroksiprolina in nespecifičnega kromatografskega vrha X 
Ker se kromatografski vrh X pojavi tudi v derivatizacjskem slepem vzorcu (Slika 18), smo 
preverili vse posamezne komponente, vključene v reakcijo. 
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Slika 12 v poglavju 4.1.1 prikazuje kromatogram slepega vzorca, oziroma mobilne faze A. 
Kromatogram je brez vsakršnih kromatografskih vrhov, s čimer smo dokazali, da 
komponente mobilne faze (ki se uporablja tudi za redčenje vzorca) ne reagirajo z nobenim 
reagentom in ne povzročajo nastanka kromatografskegih vrhov, ki bi se lahko eluirali hkrati 
z derivatizirano aminokislino in tako motili ločbo. Enako je bilo pri raztopini za redčenje 
vzorcev (Slika 19), FMOC reagentu (Slika 20) in pri boratnem pufru (Slika 22). 
 
Slika 18: Kromatogram derivatizacijskega slepega vzorca 
 
Slika 19: Kromatogram raztopine za redčenje vzorcev 
 
Slika 20: Kromatogram FMOC reagenta 
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Slika 21: Kromatogram OPA reagenta 
 
Slika 22: Kromatogram boratnega pufra 
Na osnovi slike 21 smo potrdili, da je kromatografski vrh X posledica neznanega 
nespecifičnega produkta OPA reagenta, ki bi lahko motil ločbo derivatiziranih aminokislin.  
4.2.4 Injektorski program  
Priprava vzorca poteka po programu opisanem v 2. poglavju (Materiali in metode) in traja 
19 min. Preizkušali smo različne hitrosti injiciranja in mešanja vzorcev, da bi zagotovili čim 
bolj natančno injiciranje in optimalno mešanje, s homogeno porazdelitvijo vseh reagentov 
po cevki injektorja. Zaradi zelo majhnih volumnov bi lahko pri preveliki hitrosti injiciranja 
prišlo do povečevanja napak pri volumnu injiciranja. Osnovna hitrost injiciranja je 50 
µL/min. Preizkusili smo tudi hitrosti 20 µL/min in 10 µL/min. Zmanjšana hitrost injiciranja 
ni pokazala nobenega vpliva na rezultate, le čas priprave se je znatno podaljšal (iz 19 min na 
več kot 37 min). Ker ni bilo nobenega vpliva, smo za nadaljnje teste obdržali prvotno 
osnovno hitrost injiciranja. 
4.2.5 Preverjanje natančnosti injektorja 
Za preverjanje natančnosti injektorja smo primerjali standard, ki smo ga predhodno 10-krat 
redčili ročno in 10-krat redčen standard, ki smo mu koncentracijo prilagodili z volumnom 
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injiciranja (Slika 23). V preglednici 9 so zbrani rezultati površin kromatografskih vrhov 
pridobljenih pri obeh načinih redčenja standarda ter njuna relativna razlika. Kriterij 
natančnosti smo postavili v skladu z internim postopkom za validacijo metode. Za 
primerljivo natančnost mora biti relativna razlika med rezultati obeh priprav manjša kot 10 
%. Relativne razlike pri vseh aminokislinah, ki se derivatizirajo z OPA reagentom ter pri 
hidroksiprolinu, so nižje od 10 %. Pri aminokislinah, ki se derivatizirajo s FMOC, pa je 
relativna razlika pri sarkozinu in prolinu višja od 10 %. S poskusom smo dokazali, da je 
natančnost injektorja ustrezna pri večini aminokislin. Poleg tega smo dokazali, da je injektor 
sposoben natančno injicirati majhne volumne (0,05 µL). 
Preglednica 9: Primerjava redčenja standarda na kromatografskem sistemu in ročnega redčenja 
Aminokislina 
Povprečje površin kromatografskih 
vrhov vzorca redčenega na 
kromatografskem sistemu [µV × S] 
Povprečje površin 
kromatografskih vrhov 




Asparaginska kislina 12621 12648 0 
Glutaminska kislina 13206 13855 5 
Asparagin 14403 15155 5 
Serin 14849 15606 5 
Glutamin 14811 15889 7 
Histidin 11772 12322 5 
Glicin 15002 15878 6 
Treonin 15473 16356 6 
Arginin 21927 22995 5 
Alanin 19670 20554 4 
Tirozin 14446 15440 7 
Cistein 27133 29512 8 
Valin 15889 16722 5 
Metionin 15542 16678 7 
Norvalin 8463 9058 / 
Triptofan 13726 14724 7 
Fenilalanin 14490 15491 7 
Izolevcin 15147 16004 6 
Levcin 15430 16569 7 
Lizin 20813 22324 7 
Hidroksiprolin 10300 9984 3 
Sarkozin 4216 3586 16 
Prolin 5502 4805 14 
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Slika 23: Kromatograma ročno redčenega standarda in standarda redčenega na kromatografskem 
sistemu. Končna koncentracija aminokislin v standardu je v obeh primerih znašala 90 µM. 
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4.3 VALIDACIJA METODE 
Po optimizaciji metode smo preverili njeno ustrezanje validacijskim parametrom. Kriterije 
za posamezen parameter smo postavili v skladu z internimi validacijskimi postopki in so 
opisani v preglednici 10. 
Preglednica 10: Kriteriji za validacijske parametre 
Validacijski parameter Kriterij 
Točnost Primerjava z drugo validirano metodo.  
Razlika v vrednostih: Δ ≤ 20 % (relativna razlika) 
Natančnost 6-krat pripravljen vzorec pri nominalni koncentraciji 
Δ ≤ 5 % (relativna razlika) 
Specifičnost Odsotnost signala drugih komponent, substanc 
Ponovljivost 
(primerljivost) 
Primerjava rezultatov analize izvedene od drugega operaterja/na različni 
dan/z drugo opremo 
Δ ≤ 10 % (relativna razlika) 
Meja detekcije in 
kvantifikacije 
LOD: razmerje med signalom in šumom: 3 
LOQ: razmerje med signalom in šumom: 10 
Linearnost Za vsako aminokislino, vključeno v kvantifikacijo, se analizira vsaj 5 
različnih koncentracij. Linearni odziv se primarno preverja z grafično 
evaluacijo in izračuni.  
Korelacijski koeficient R ≥ 0,99 
Resolucija Po evropski farmakopeji je postavljen kriterij resolucije pri metodah za 
določanje vsebnosti aminokislin.  
Resolucija Leu/Ile > 1,5  
4.3.1 Specifičnost 
Z metodo smo na primeru standardne raztopine že v poglavju 4.1.3 potrdili specifičnost. 
Razen kromatografskega vrha X, pri analizah standardnih raztopin ne dobimo 
kromatografskih vrhov, ki bi lahko vplivali na rezultate analize. 
Za pravilno določitev vsebnosti hidroksiprolina, smo površino vrha X, ki smo jo vsakič 
znova preverjali v derivatizacijskem slepem vzorcu, odštevali od skupne površine vrha 
hidroksiprolina in vrha X. 
4.3.2 Natančnost 
Za test ponovljivosti smo šestkrat pripravili izbrano nominalno koncentracijo (450 µM). 
Koncentracija, ki smo jo izbrali za nominalno vrednost, je bila izbrana na podlagi predhodno 
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opravljenih testnih preverjanj linearnosti metode in analiz vzorcev. Predstavlja sredinsko 
območje od točke, pri kateri ima vsaka posamezna aminokislina še linearni odziv. Poleg tega 
ponazarja okvirne pričakovane koncentracije aminokislin v vzorcu.  
Za vsako posamezno aminokislino smo pri preverjanju natančnosti preračunali relativno 
razliko v retenzijskem času ter relativno razliko v površini kromatografskega vrha 
(Preglednica 11). 


















0,94 0,6 62073 0,7 
Glutaminska kislina 1,47 0,3 68583 0,8 
Asparagin 3,12 0,0 75058 0,7 
Serin 3,31 0,0 78639 0,8 
Glutamin 3,83 0,1 77658 0,7 
Histidin 4,01 0,0 63191 0,8 
Glicin 4,23 0,1 77622 0,7 
Treonin 4,39 0,1 78119 0,9 
Arginin 5,07 0,0 83280 1,2 
Alanin 5,35 0,0 83311 0,8 
Tirozin 6,37 0,0 75281 0,9 
Cistein 7,48 0,1 140068 0,9 
Valin 7,79 0,1 80217 0,8 
Metionin 7,97 0,1 82164 0,9 
Norvalin 8,24 0,1 44206 0,9 
Triptofan 8,67 0,1 71624 0,8 
Fenilalanin 8,92 0,1 74063 1,0 
Izolevcin 9,08 0,1 79593 0,8 
Levcin 9,59 0,1 80565 0,8 
Lizin 10,04 0,1 131213 1,7 
Hidroksiprolin 10,36 0,1 75291 1,6 
Sarkozin 12,05 0,1 14422 2,9 
Prolin 12,55 0,0 21271 0,6 
Med rezultati 6 zaporednih priprav nominalne koncentracije standarda so relativne razlike 
pri vseh aminokislinah manjše od 5 %. Kriterij natančnosti metode je s tem dosežen. 
Dodatno smo preverili še relativno razliko v retenzijskih časih aminokislin, kjer je 
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Ponovljivost metode v različnih dnevih, z različnimi pripravami raztopin in različnimi 
kolonami smo preverili z rezultati nominalnega nanosa standarda (450 µM) v treh različnih 
analizah (Preglednica 12). Primerjali smo rezultate med tremi analizami v retenzijskih časih 
(Preglednica 13) ter v površinah kromatografskih vrhov (Preglednica 14). Pri vsaki analizi 
smo pripravili svežo mobilno fazo in standardne raztopine ter uporabili svež reagent. 
Preglednica 12: Podatki o analizah za preverjanje ponovljivosti metode 
  Datum analize Lot kolone 
Analiza A 17.04.20  B17322 
Analiza B 08.07.20 B19236 
Analiza C 23.10.20  B19236 
Preglednica 13: Ponovljivost retenzijskih časov aminokislin v standardu v različnih časih analize, z 





retenzijskega časa [%] 
Asparaginska kislina 0,97 6,5 
Glutaminska kislina 1,53 10,9 
Asparagin 3,22 3,3 
Serin 3,42 3,4 
Glutamin 3,93 2,6 
Histidin 4,12 2,4 
Glicin 4,35 2,7 
Treonin 4,51 2,5 
Arginin 5,18 1,8 
Alanin 5,47 2,0 
Tirozin 6,49 1,4 
Cistein 7,57 0,9 
Valin 7,92 1,3 
Metionin 8,10 1,2 
Norvalin 8,37 1,2 
Triptofan 8,79 1,0 
Fenilalanin 9,06 1,1 
Izolevcin 9,22 1,1 
Levcin 9,74 1,0 
Lizin 10,15 0,7 
Hidroksiprolin 10,56 0,7 
Sarkozin 12,23 1,0 
Prolin 12,73 1,0 
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Preglednica 14: Ponovljivost površin aminokislin v standardu v različnih časih analize, z različnimi 


















Asparaginska kislina 61230 71368 59526 8 
Glutaminska kislina 67334 71404 66828 3 
Asparagin 73995 78550 73552 3 
Serin 77235 81198 75380 3 
Glutamin 76432 72591 75446 2 
Histidin 62141 61621 60646 1 
Glicin 76550 80173 74777 3 
Treonin 76513 80377 75085 3 
Arginin 81164 84026 82248 1 
Alanin 81891 84911 80924 2 
Tirozin 73797 76593 72780 2 
Cistein 137256 140236 135641 1 
Valin 78874 83335 78952 3 
Metionin 80608 82224 80142 1 
Norvalin 43380 45016 43760 2 
Triptofan 70430 72655 71209 1 
Fenilalanin 72531 76727 73741 2 
Izolevcin 78481 79645 77282 1 
Levcin 79114 81354 79086 1 
Lizin 126919 138172 110012 9 
Hidroksiprolin 49059 55050 50139 5 
Sarkozin 14447 18592 15489 11 
Prolin 22254 27264 20665 12 
Relativne razlike med rezultati meritev z več spremenljivkami so manjše od 10 % pri vseh 
aminokislinah, razen pri rezultatih površin kromatografskih vrhov sarkozina in prolina 
(Preglednica 14). S tem smo za večino aminokislin izpolnili kriterij ponovljivosti. S 
primerjavo retenzijskih časov smo zopet potrdili, da pri različnih meritvah ne prihaja do 
znatnih razlik, ki bi lahko vplivale na rezultate določanja vsebnosti posamezne aminokisline. 
4.3.3 Linearnost 
Obseg linearnost odziva smo preverili za vsako izmed aminokislin, ki je vključena v 
standardno raztopino. Standard smo pripravili v različnih koncentracijah (0, 45, 90, 225, 
360, 450, 540, 720, 900, 1350 in 1800 µM) ter vsako analizirali v treh ponovitvah. Za izračun 
linearnosti smo upoštevali povprečne vrednosti. Obseg linearnosti odziva na primeru 
glutamina prikazuje slika 24. 
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4.3.3.1 Primer preverjanja linearnosti odziva pri aminokislini glutamin 
 
Slika 24: Grafični prikaz linearnosti odziva pri aminokislini glutamin 
Preglednica 15: Primer izračuna kriterijev za linearnost na primeru aminokisline glutamin 
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Linearnost odziva - glutamin
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Slika 25: Linearnost odziva za posamezne aminokisline 
V preglednici 15 je prikazan izračun kriterija za linearnost. Grafični prikazi in izračuni R 
koeficienta preostalih aminokislin so navedeni v prilogi A, obseg linearnosti posameznih 
aminokislin pa je prikazan v prilogi B. 
Primarne aminokisline imajo zelo širok razpon linearnosti (Slika 25), veliko jih je imelo 
linearen odziv v vseh točkah, ki smo jih preverjali. Nekoliko manjši obseg linearnosti pa je 
pri sekundarnih aminokislinah (hidroksiprolin, sarkozin in prolin, kjer je na splošno večja 
variabilnost (Preglednica 14: ponovljivost). 
4.3.4 Meja detekcije in kvantifikacije 
Limito detekcije (LOD) in limitno vrednost kvantifikacije (LOQ) smo izračunali na podlagi 
kriterija postavljenega v internem validacijskem postopku. LOD predstavlja trikratno 
vrednost razmerja signala in šuma (angl. signal to noise, S/N), LOQ pa desetkratno vrednost 
razmerja S/N. LOD in LOQ vrednosti smo izračunali na podlagi 100-kratne redčitve 
standardne raztopine (koncentracija 9 µM). 
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Slika 26: LOD in LOQ vrednosti prikazane za vsako aminokislino 
Na sliki 26 so prikazane LOD in LOQ vrednosti za vsako aminokislino, v prilogi C pa so 
navedene dejanske številčne vrednosti. Modra črta na grafu prikazuje koncentracijo, pri 
kateri lahko detektiramo vse aminokisline, ki so vključene v metodo. Oranžna črta pa 
prikazuje koncentracijo, pri kateri lahko vse omenjene aminokisline tudi kvantificiramo. 
Sekundarnim aminokislinam, zaradi velikega šuma bazne linije in nespecifičnih vrhov, ni 
možno določiti točne vrednosti razmerja signala in šuma, zato zanje nismo izračunali LOD 
in LOQ vrednosti. 
4.3.5 Točnost 
Za primerjavo točnosti metode smo primerjali rezultat iste standardne raztopine analizirane 
z OPA in FMOC metodo in z referenčno AQC metodo. 
 
Slika 27: Primerjava rezultatov preračunanih koncentracij standarda (0,9 mM) izmerjenih pri OPA in 
























































































AQC metoda OPA in FMOC metoda
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Pri norvalinu in sarkozinu primerjava rezultatov med metodama ni mogoča, saj pri referenčni 
AQC metodi ni vključena kvantifikacija teh dveh aminokislin. Na sliki 27 so grafično 
prikazane pridobljene vrednosti z obema analitskima metodama. V prilogi D so navedene 
izračunane relativne razlike med obema metodama. Za vse aminokisline smo dosegli kriterij 
točnosti, kar pomeni, da je relativna razlika v izračunanih vsebnostih aminokislin manjša od 
20 %. 
4.3.6 Stabilnost 
4.3.6.1 Stabilnost reagentov, standardne raztopine in vpliv ne-mešanja standarda 
Pri večjem številu vzorcev analiza traja več ur. Vzorci so sicer v ustrezno ohlajenem 
vzorčevalniku, vendar med analizo niso premešani. Zanimal nas je morebiten vpliv na 
rezultate, če vzorci na sistemu niso bili premešani (rezultate smo preverili po 4 in 5 dneh). 
Prav tako smo s tem testom preverili, če so reagenti v tem času še stabilni in primerni za 
uporabo. Rezultati za primerjavo svežega in 5 dni starega reagenta so predstavljeni v prilogi 
E2, s čimer smo stabilnost potrdili. 
 
Slika 28: Relativne razlike v površinah kromatografskih vrhov aminokislin po štirih in petih dneh 
Dokazali smo, da so rezultati primerljivi tako po štirih kot tudi po petih dnevih (primerjano 
na prvi dan, ko smo uporabili svežo standardno raztopino in sveže reagente). Relativna 
razlika pri vseh aminokislinah je po petih dneh nižja od 10 % (Slika 28), vse relativne razlike 






















Relativna razlika površin kromatografskih vrhov v standardu po 4. dneh
Relativna razlika površin kromatografskih vrhov v standardu po 5. dneh
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4.3.6.2 Stabilnost standardne raztopine 
V standardni raztopini lahko pride do hidrolize posameznih aminokislin, zato smo želeli 
preveriti še ustreznost 1 mesec stare standardne raztopine, katero smo hranili na temperaturi 
2-8 °C. 
 
Slika 29: Relativne razlike površin kromatografskih vrhov pri sveži in pri mesec dni stari raztopini 
standarda 
Standardna raztopina ima po mesecu dni od priprave primerljive rezultate za večino 
aminokislin primerjavi s svežo (relativna razlika površin kromatografskih vrhov je nižja od 
10 %), kar prikazuje slika 30. Pri glutaminu pa je ta sprejemljiva razlika presežena (Slika 
29), najverjetneje zaradi hidrolize. Po enem mesecu od priprave standardna raztopina ni več 
primerna kot standard izbrane analitske metode. 
 
Slika 30: Primerjava kromatograma sveže in mesec dni stare standardne raztopine 
4.3.7 Resolucija 
Evropska farmakopeja ima za kromatografske metode, ki so namenjene določevanju prostih 
aminokislin kriterij, da mora biti resolucija med kromatografskim vrhom levcina (angl. 
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Slika 31: Kromatografska vrhova levcina in izolevcina, s prikazanim kriterijem za resolucijo (R) 






R = resolucija 
Rt(Leu) = retenzijski čas levcina (min) 
Rt (Ile) = retenzijski čas izolevcina (min) 
W (Leu) = širina kromatografskega vrha levcina pri polovici višine (min) 
W (Ile) = širina kromatografskega vrha izolevcina pri polovici višine (min) 
Pri vseh naših meritvah je bila resolucija večja kot 3, povprečje resolucij pri naključno vzetih 
meritev je bilo 3,5. 
4.4 TESTIRANJE METODE NA REALNEM VZORCU 
Vzorec bioprocesne brozge, vzet med bioprocesom, vsebuje poleg aminokislin tudi številne 
druge celične produkte in komponente gojišča. Zato lahko pride do nastanka različnih 
nespecifičnih produktov, ki motijo ločbo aminokislin. Za razvoj metode smo v vseh 
eksperimentih uporabljali alikvote istega vzorca, da smo lahko spremljali variabilnost in 
specifične lastnosti metode. Slika 32 prikazuje kromatogram izbranega vzorca. 
 
Slika 32: Kromatogram vzorca bioprocesne brozge, ki smo ga uporabljali za razvoj metode 
R ≥ 1,5 
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Na podlagi linearnosti metode in ustreznosti kromatograma vzorca smo določili najbolj 
optimalno redčitev vzorca. Pri metodi za določanje vsebnosti je ključno pridobiti 
kromatogram, pri katerem imamo čisto ločbo kromatografskih vrhov, s čim manj 
nespecifičnih vrhov. Koncentracijo vzorca smo prilagajali z volumni injiciranja. 
Kromatogrami, pridobljeni z različnimi redčitvami vzorca, so prikazani na sliki 33. Najbolj 
optimalna redčitev vzorca, kjer smo tudi znotraj linearnosti metode, je bila pri 10-kratni 
redčitvi vzorca (Slika 34), enako kot pri referenčni AQC metodi. To redčitev smo uporabljali 
tudi za nadaljne teste in analize. 
 
Slika 33: Kromatogrami različnih koncentracij (neredčenega, 1x, 4x in 10x redčenega) vzorca 
bioprocesne brozge, v primerjavi s kromatogramom nominalne koncentracije standarda 
 
Slika 34: Kromatogram desetkrat redčenega vzorca, v primerjavi s kromatogramom nominalne 
koncentracije standarda 
Na podlagi kromatograma smo izračunali dejanske koncentracije posameznih aminokislin v 
vzorcu in jih primerjali z rezultati, ki smo jih za ta vzorec pridobili z referenčno metodo. 
Zaradi varovanja podatkov v lasti podjetja Lek farmacevtska družba d.d., ki se navezujejo 
na proces, iz katerega je bil vzorec vzet, podatke podajamo brez informacij o dejanskih 
koncentracijah aminokislin. 
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Slika 35: Primerjava rezultatov vsebnosti primarnih aminokislin v vzorcu, pridobljenih z OPA in 
FMOC metodo ter referenčno AQC metodo 
Rezultati vsebnosti primarnih aminokislin v vzorcu, razen glutamina in glutaminske kisline, 
so pri obeh metodah primerljivi (relativna razlika je manjša od 20 %), kar je prikazano na 
sliki 35. Rezultati glutamina, glutaminske kisline in sekundarnih aminokislin 
(hidroksiprolina ter prolina) med metodama niso primerljivi, saj je njihova relativna razlika 
večja od 20 %. 
Pri OPA in FMOC metodi opazimo sorazmerno nižjo vsebnost glutamina in višji delež 
glutaminske kisline. Vsota teh dveh aminokislin je pri obeh metodah enaka, na osnovi česar 
lahko predvidevamo hidrolizo glutamina v glutaminsko kislino, ki jo opazimo pri OPA in 
FMOC metodi. Glavna razlika, ki je opazna pri primerjavi rezultatov obeh metod, pa je 
prisotnost hidroksiprolina, ki jo zaznamo zgolj z OPA in FMOC metodo, pri AQC metodi 
pa te aminokisline ne zaznamo. 
4.4.1 Prisotnost kromatografskega vrha hidroksiprolina 
Na osnovi prvotnih rezultatov vzorca, smo se odločili preveriti razlog prisotnosti 
kromatografskega vrha na mestu hidroksiprolina. Med razvojem smo preverili več različnih 
vzorcev in pri vseh opazili, da z OPA in FMOC metodo zaznamo prisotnost hidroksiprolina, 
z AQC metodo pa te aminokisline ne detektiramo. Da bi preverili, če ima ta kromatografski 
vrh enak retenzijski čas, kot ga ima derivat hidroksiprolina, smo v vzorec namenoma dodali 
hidroksiprolin. Vzorec smo zato redčili z 18 mM raztopino hidroksiprolina (razmerje 1:1). 
Za točno primerjavo smo v isti analizi analizirali tudi vzorec in posamezno raztopino 
hidroksiprolina v enakih koncentracijah, kot je v končni raztopini mešanice (Slika 36). S tem 
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smo potrdili, da se kromatografski vrh hidroksiprolina eluira točno na mestu, kjer dobimo 
kromatografski vrh pri vzorcu. 
 
Slika 36: Preverjanje prisotnosti hidroksiprolina v vzorcu preko primerjave kromatogramov vzorca, 
raztopine hidroksiprolina in vzorca z dodanim hidroksiprolinom 
Za dodatno potrditev, da v vzorcu res ni prisotnega hidroksiprolina, kot sicer prikazuje 
referenčna AQC metoda, smo naredili test s kompletom za določevanje vsebnosti 
hidroksiprolina. Test temelji na spektrofotometričnem določanju hidroksiprolina. DMAB 
reagent tvori v prisotnosti hidroksiprolina vijolično barvo. Kolorimetričen produkt lahko 
izmerimo na podlagi abosrbance pri valovni dolžini 560 nm. 
 
Slika 37: Test prisotnosti hidroksiprolina s spektrofotometričnim določanjem, z DMAB reagentom 
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Na sliki 37 so rezultati pridobljeni s komercialnim kompletom za določanje vsebnosti 
hidroksiprolina proizvajalca Sigma Aldrich. Podatki o koncentracijah in pozicijah 
posameznih vzorcev v ploščici se nahajajo v prilogi F. Na podlagi umeritvene krivulje (Slika 
38) smo izračunali koncentracijo hidroksiprolina v našem vzorcu (Preglednica 16). 
 
Slika 38: Umeritvena krivulja absorbance pri testiranju vsebnosti hidroksiprolina z DMAB reagentom 












50 10 0,12 0,0047 
0,0047 0,04 
50 1 0.28 0,0046 
Rezultati spektrofotometrične metode so potrdili rezultate referenčne AQC metode, torej v 
vzorcu hidroksiprolin ni prisoten. Spektrofotometrična metoda sicer poda minimalno 
koncentracijo hidroksiprolina v vzorcu, ki pa jo lahko pripišemo tudi napakam metode. 
Zagotovo pa ne doseže vsebnosti, kot jo dobimo z OPA in FMOC metodo. Kromatografski 
vrh na mestu hidroksiprolina je torej posledica reakcije reagentov z neznano komponento v 
našem vzorcu. 
Preverili smo morebiten vpliv vrednosti pH na derivatizacijo aminokislin in drugih 
komponent v vzorcu z reagenti, zato smo vzorec predhodno ročno redčili z različnimi 
raztopinami: MiliQ vodo; 0,1 M HCl; 0,1 M NaOH in z raztopino za redčenje vzorcev (s 
katero se vzorci sicer redčijo na kromatografskem sistemu). Kromatogrami, ki jih prikazuje 
slika 39, nam potrdijo, da ne pride do znatnih sprememb z različnimi raztopinami za 
redčenje. Zlasti kromatografski vrh na mestu hidroksiprolina (na sliki 36 označeno s puščico) 
se med različnimi načini redčenja ne spreminja, torej vrednost pH pri reakciji nima vpliva 
na pojav tega nespecifičnega kromatografskega vrha. 
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Slika 39: Vpliv različnih raztopin za redčenje vzorca na prisotnost kromatografskega vrha 
hidroksiprolina 
V vzorcu so prisotne tudi številne druge komponente, celični produkti in nečistoče, ki lahko 
reagirajo z izbranimi reagenti. Vzorce smo zato filtrirali s filtri, ki odstranijo vse delce večje 
od 30 kDa in s filtri, ki odstranijo vse delce večje od 10 kDa. Molekule, večje od 10 kDa, 
očitno nimajo vpliva na ločbo aminokislin v vzorcu. Rezultati (Slika 40) prikazujejo celo 
povišanje kromatografskega vrha na mestu hidroksiprolina, ko se je vzorec filtriral. Na 
podlagi tega smo sklepali, da je vzrok težav na tem delu kromatograma reakcija s FMOC 
reagentom. 
 
Slika 40: Preverjanje vpliva filtracije na prisotnost kromatografskega vrha hidroksiprolina, preko 
primerjave kromatogramov vzorca brez filtracije ter po filtraciji z 10 kDa in 30 kDa filtri 
Vzorec smo nato derivatizirali še z vsakim reagenom ločeno, da bi preverili nastanek 
stranskih produktov ob derivatizaciji z OPA ali FMOC reagentom. Pri derivatizaciji zgolj s 
FMOC reagentom, ki reagira s sekundarnimi aminokislinami, kamor spada tudi 
hidroksiprolin v vzorcu, nismo dobili nobenega kromatografskega vrha na mestu elucije 
hidroksiprolina (Slika 41, moder kromatogram). Smo pa ta vrh opazili pri derivatizaciji z 
OPA reagentom, kot je razvidno s slike 41 (črn kromatogram). Kromatografski vrh, ki ga 
zaznamo pri 262 nm in se eluira na mestu hidroksiprolina, je posledica nespecifične reakcije 
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OPA reagenta z eno izmed komponent, ki se nahaja v vzorcih, saj pri standardu tega ne 
opazimo. Kot prikazuje slika 42, je ta vrh opazen le pri valovni dolžini 262 nm, ne pa tudi 
pri 338 nm. Zaradi tega ovira kvantifikacijo aminokislin v spektru, kjer bi naj bila ločba 
sekundarnih aminokislin, derivatiziranih s FMOC reagentom. 
 
Slika 41: Kromatogram vzorca po ločeni derivatizaciji z vsakim izmed reagentov (OPA in FMOC)  
 
 
Slika 42: Kromatogram vzorca derivatiziranega zgolj z OPA reagentom pri valovni dolžini 262 nm in 
338 nm 
  
Slika 43: Primerjava rezultatov vsebnosti primarnih aminokislin v vzorcu, pridobljenih z OPA in 










Asp Glu Asn Ser Gln His Gly Thr Arg Ala Tyr Cys Val Met Trp Phe Ile Leu Lys Hyp Pro
ACQ OPA in FMOC
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Vzrok kromatografskega vrha, ki se eluira na mestu hidroksiprolina v vzorcu, smo potrdili s 
stranskim produktom OPA reagenta. Iz rezultatov, pridobljenih z dvema analizama vzorcev, 
posamezno z vsakim izmed reagentov, smo preračunali vsebnosti aminokislin v vzorcu in 
jih zopet primerjali z rezultati referenčne metode (Slika 43). Tokrat smo pridobili bolj 
primerljive rezultate, večja razlika je opazna le pri rezultatih o vsebnosti prolina. 
4.4.2 Interni standard 
Pri OPA in FMOC analitski metodi se vsak vzorec derivatizira posamezno. To pomeni, da 
reakcija poteče pri vsakem vzorcu ločeno in lahko teoretično prihaja do manjših razlik v 
reakciji, kar bi se lahko odražalo tudi v manjših spremembah v rezultatih. Za preverjanje 
reakcije pri vsaki pripravi vzorca, smo želeli vzorcu dodati interni standard, ki je sestavljen 
iz dveh aminokislin. Norvalin predstavlja interni standard za reakcijo z OPA reagentom, 
sarkozin pa interni standard za reakcijo s FMOC reagentom. Čeprav se vsaka aminokislina 
derivatizira neodvisno od druge, je bil naš cilj imeti vsaj neko kontrolo za derivatizacijo z 
vsakim izmed reagentov. 
Interna standarda smo želeli vzorcem dodati v enaki koncentraciji, kot se nahajajo v 
standardu. Zato smo ga predhodno ustrezno redčili, da se je med injektorskim programom 
vzorcu dodala enaka vsebnost internega standarda, kot je v standardni raztopini. 
 
Slika 44: Kromatogrami standarda, vzorca in slepega vzorca z dodanim internim standardom 
Po dodanih internih standardih vzorcu smo pridobili kromatogram, ki je prikazan na sliki 44 
v rdeči barvi. Norvalin, pri vzorcu rezultira v primerljivem odzivu kot pri standardu, zato bi 
lahko bil vpeljan kot interni standard OPA spektra. Medtem pa sarkozin, ki je bil dodan 
vzorcu, nima enakega kromatografskega vrha kot v standardni raztopini. Zaradi tega ta način 
ni najprimernejši za preverjanje reakcije s FMOC reagentom. Zopet smo dokazali, da je 
reakcija s FMOC reagentom problematična. 
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Z referečno AQC metodo lahko v vzorcu kvantificiramo tudi vsebnost putrescina, oziroma 
1,4-diaminobutana. Informacija o vsebnosti te komponente v gojišču dodatno pripomore pri 
razvoju bioprocesa. Preverili smo sposobnost derivatizacije in detekcije putrescina z OPA 
in FMOC metodo. Nadalje smo preverili, če z novo metodo zaznamo prisotnost putrescina 
v analiziranem vzorcu. Na sliki 45 so prikazani kromatogrami različnih koncentracij 
putrescina. Putrescin detektiramo tudi z OPA in FMOC metodo, in sicer tvori 
kromatografski vrh, ki se eluira pri približno 13. minuti. 
 
Slika 45: Kromatogrami analize različnih koncentracij putrescina 
 
 
Slika 46: Preverjanje prisotnosti putrescina v vzorcu preko primerjave kromatogramov vzorca, 
standarda ter raztopine putrescina 
Putrescin je v našem vzorcu prisoten, kar potrjuje referenčna metoda, vendar ga v 
kromatogramu z OPA in FMOC metodo ne zaznamo (Slika 46). 
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Cilj magistrske naloge je bil vzpostaviti in razviti avtomatizirano analitsko metodo za 
določanje vsebnosti aminokislin v bioprocesni brozgi. V sklopu tega cilja je potekal sam 
razvoj metode. Vse korake, ki so vključeni v pripravo vzorca, smo želeli izvesti na 
kromatografskem sistemu. 
5.1 OPTIMIZACIJA 
Lastnosti in način delovanja izbranega UHPLC instrumenta so imele ključno vlogo pri 
razvoju metode. Prvi korak priprave vzorca je redčenje. Preizkušali smo različne načine 
redčenja vzorca z uporabo avtomatskega vzorčevalnika. Pri običajnem, ročnem redčenju, to 
storimo z dodajanjem različnih volumnov določenih raztopin, ki se uporabljajo za redčenje. 
V našem primeru ta način ni bil mogoč. S poskusi smo ugotovili, da je maksimalen volumen 
zanke 40 µL. Zaradi načina mešanja tega volumna z injiciranjem reagentov, pufrov in vzorca 
ne moremo preseči. Zato smo za redčenje oziroma prilagajanje koncentracije vzorca izbrali 
drug način, in sicer preko spreminjanja volumna injiciranja. Tudi tu imajo ključno vlogo 
karakteristike injektorja, od katerih je odvisna natančnost redčenja. Dokazali smo, da ima 
injektor sposobnost injiciranja sub-nanolitrskih volumnov (0,05 µL) in hkrati tudi visoko 
natančnost injiciranja. 
V začetku razvoja smo se dosledno držali predpisanih proizvajalčevih navodil za pripravo 
vzorcev, predvsem zaradi številnih parametrov metode, ki jih je proizvajalec sam že 
optimiziral in prilagodil delovanju sistema. Pridobivali smo ustrezne rezultate, vendar smo 
pri analizah opazili več neskladij s proizvajalčevim dokumentom. Po analizi vzorca se je 
vzorec zadrževal nekje na sistemu, kar smo opazili v neustreznih kromatogramih slepih 
vzorcev, ki so sledili vzorcem. Sklepali smo, da je problem v delovanju injektorja. S testi, 
opisanimi v poglavju 4.2.1, smo potrdili, da bil vzrok težave v zadrževanju vzorca v zanki 
injektorja. Na slikah 47 in 48 je prikazana pot mobilne faze, ki smo jo sprva po injiciranju 
vzorca na kolono preklopili iz glavnega voda na obvod, s čimer se je očitno del vzorca še 
zadržal v injektorski zanki. Z odstranitvijo preklopa iz glavnega voda na obvod med analizo 
vzorca smo zadrževanje vzorca uspešno odpravili. 
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Slika 47: Prikaz delovanja sistema in smer toka mobilne faze v glavnem vodu (Agilent …, 2017b) 
 
Slika 48: Prikaz delovanja sistema in smer toka mobilne faze v obvodu (Agilent …, 2017b) 
Po pripravi vzorca na sistemu smo optimizirali še analizo kromatogramov. Z izbrano OPA 
in FMOC metodo pridobimo za vsak vzorec dva kromatograma, rezultata detekcije pri dveh 
valovnih dolžinah. Za pregledovanje rezultatov to ni optimalno, zato je združitev obeh 
kromatogramov v enega analizo rezultatov olajšalo in pospešilo. 
Metodo smo po končani optimizaciji evalvirali v skladu z validacijskimi kriteriji. Tudi 
resolucija, ki smo jo preverjali na primeru levcina in izolevcina, kar je eden izmed kriterijev 
evropske farmakopeje, je bila v vseh analizah potrjena. 
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5.2 VALIDACIJA DOLOČANJA PRIMARNIH AMINOKISLIN 
S testi smo potrdili tudi specifičnost metode, pri tem pa opazili kromatografski vrh X, ki se 
eluilra poleg kromatografskega vrha hidroksiprolina. Ugotovili smo, da ta vrh pripada enemu 
izmed stranskih produktov OPA derivatizacije. Med analizo vzorcev smo zato vedno 
preverili tudi derivatizacijski slepi vzorec. Ker nespecifičen vrh in vrh hidroksiprolina nista 
ločena do bazne linije, s samo integracijo ne bi natančno določili površine hidroksiprolina. 
Površino tega nespecifičnega vrha iz derivatizacijskega slepega vzorca smo zato vedno 
upoštevali pri izračunih vsebnosti hidroksiprolina tako, da smo jo odšteli od skupne površine 
vrha hidroksiprolina z nespecifičnih vrhom pri vzorcu. 
Na podlagi rezultatov validacijskih testiranj zaključujemo, da je analiza primarnih 
aminokislin dosegla vse validacijske kriterije, ki so opisani v preglednici 10. V okviru 
preverjanja linearnosti smo ugotovili, da primarne aminokisline, ki se derivatizirajo z OPA 
reagentom, izkazujejo široko območje linearnosti (od 0 do 1800 µM). Od teh ima najožje 
območje linearnosti asparaginska kislina, in sicer do koncentracije 900 µM. Ustrezen razpon 
linearnosti in izpolnjeni kriteriji za natančnost, točnost ter ponovljivost so potrdilo, da je 
metoda primerna za določevanje primarnih aminokislin. 
5.3 VALIDACIJA DOLOČANJA SEKUNDARNIH AMINOKISLIN 
Analiza sekundarnih aminokislin je pokazala več variabilnosti. Površine kromatografskih 
vrhov teh aminokislin so manjše od površin vrhov primarnih aminokislin, integracija pa je 
otežena zaradi velikega števila nespecifičnih in neidentificiranih vrhov v FMOC delu 
spektra. Ločba vrhov zato ni izrazita, prav tako ni najbolj optimalna bazna linija, zaradi česar 
je integracija manj natančna. Posledica nepopolnih ločb, variabilnosti v integraciji in 
preostalih omenjenih lastnosti tega spektra kromatograma vodi v manjšo točnost rezultatov. 
Izračun limite detekcije in kvantifikacije ni bil možen, saj je bilo razmerje signala in šuma 
pri teh vrhovih že pri koncentraciji 9 µM prenizko (pod 10, oziroma njegov izračun ni mogoč 
zaradi ne izrazite bazne linije). Rezultati validacijskih testov so pokazali ustrezno natančnost 
in točnost, ponovljivost pa je bila že minimalno izven kriterijev sprejemljivosti. Že pri 
primerjavi natančnosti delovanja injektorja je opazno večje odstopanje (> 10 %) Linearnost 
sekundarnih aminokislin je v bistveno manjšem obsegu kot linearnost primarnih aminokislin 
(do 900 µM, oziroma pri prolinu zgolj do 720 µM). 
5.4 ANALIZA REALNEGA VZORCA  
Pri analizi vzorca smo po optimizaciji priprave pridobili rezultate, ki so bili primerljivi z 
referenčno metodo z izjemo opaženega odstopanja pri glutaminu, glutaminski kislini in pri 
sekundarnih aminokislinah. Kot pričakovano, po rezultatih validacijskih testov, rezultati 
niso bili popolnoma skladni z referenčno metodo. Največjo neznanko je predstavljala 
prisotnost kromatografskega vrha na mestu elucije hidroksiprolina. Vzrok je bil ugotovljen, 
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vrh je posledica produkta OPA reagenta z neznano komponento v vzorcih. Tudi pri vzorcih, 
ki prihajajo iz bioprocesa za druge produkte in so bili med razvojem analizirani z OPA in 
FMOC metodo, smo prav tako dobili enak vrh. Specifičnost je sposobnost metode, da 
nedvoumno analizira željeni analit tudi v prisotnosti drugih komponent (nečistoče, matriksi, 
razgradni produkti). Na podlagi analiz vzorcev iz bioprocesne brozge tega za to analizno 
metodo ne moremo trditi, saj smo potrdili, da določene neznane komponente ovirajo analizo 
predvsem sekundarnih aminokislin.Večjo točnost metode bi dosegli, če bi derivatizirali vsak 
vzorec posamezno z vsakim izmed reagentov, kar pa podvoji trajanje analize in s tem tudi 
pridobivanje rezultatov. Kljub temu pa je variabilnost na FMOC spektru kromatograma še 
vedno prevelika za rutinsko rabo na realnih vzorcih bioprocesne brozge. 
OPA in FMOC sta ena izmed najbolj uporabljenih reagentov v analitiki določevanja 
aminokislin. Kljub temu, da v večini primerov omogočata učinkovito kvantifikacijo 
aminokislin, ima lahko narava vzorcev, ki jih želimo analizirati, velik vpliv na potek 
derivatizacije in posledično na točnost rezultatov (Rutherfurd in Gilani, 2009). Kralj Cigić 
in sodelavci (2008) so opazili vpliv koncentracije sladkorjev v vzorcih na razlike v površinah 
kromatografskih vrhov OPA in FMOC derivatov aminokislin. V njihovem delu so potrdili, 
da z višanjem koncentracij sladkorjev v vzorcu prihaja do zmanjševanja kromatografskih 
vrhov, zlasti pri derivatih FMOC reagenta, nekoliko manj znatno pa tudi pri OPA derivatih. 
Z našimi rezultati smo potrdili, da kromatografski vrh, ki se eluira na mestu hidroksiprolina 
v vzorcu, ni posledica FMOC reagenta, ampak je razlog v nespecifičnem vrhu, ki nastane z 
OPA derivatizacijo. Pri uporabi OPA reagenta, ki se sicer uporablja tudi kot dezinfekcijsko 
sredstvo (Simões in sod., 2007), so že večkrat poročali o pojavljanju lažnih kromatografskih 
vrhov, ki se pojavljajo zlasti pri presežku reagenta (Molnár-Perl, 2011). Na nastanek 
nespecifičnih derivatov naj bi imel vpliv tudi glicin. Ostanki glicina lahko povzročajo tvorbo 
več derivatov po končani OPA derivatizaciji (Bartolomeo in Maisano, 2006). 
OPA reagent reagira s primarnimi amini, ki jih najdemo v proteinih, peptidih in 
aminokislinah. Poleg prostih aminokislin je v vzorcu bioprocesne brozge še veliko drugih 
spojin, s katerimi lahko OPA reagira, ki lahko motijo in vplivajo na aminokislinsko analizo. 
Kot lahko razberemo tudi že iz literature, je faktorjev za pojav nespecifičnih vrhov ogromno. 
Za potrditev vzroka pri primeru kromatografskega vrha na mestu hidroksiprolina so potrebni 
nadaljni testi, vsekakor pa je zanimiv podatek za nadaljnje študije tudi to, da se vrh detektira 
pri 262 nm in ne pri 338 nm, kot sicer detektiramo OPA derivate. 
5.5 PRIMERJAVA Z AQC METODO 
Med razvojem smo izvedli tudi bolj podrobno primerjavo OPA in FMOC metode za 
določanje vsebnosti aminokislin in referenčne, validirane AQC metode. Zelo pomembna 
razlika med metodama je kontrola analize, kontrola nad učinkovitostjo reakcije. Pri AQC 
metodi namreč lahko izračunamo delež derivatizacije na podlagi stranskega produkta, ki 
nastane iz ostanka reagenta in ga detektiramo. Preko njegovega odziva lahko potrdimo 
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ustrezno ali neustrezno reakcijo. Pri referenčni metodi prav tako poteka redčenje in 
derivatizacija vzorcev istočasno s standardom, s čimer dosegamo manjšo variabilnost, saj so 
oboji izpostavljeni enakim pogojem (npr. čas derivatizacije). Pri OPA in FMOC metodi se 
vsak vzorec pripravlja individualno. Standard se pripravi ločeno od vzorca, kar pomeni, da 
lahko hitreje privede do sprememb v rezultatih, zaradi minimalnih razlik v pripravi, zlasti 
pri reakciji. Nadalje te razlike težko odkrijemo, saj pri tej metodi nismo opazili nobenega 
kromatografskega vrha, na osnovi katerega bi lahko izračunali delež derivatizacije. Preko 
deleža derivatizacije bi lahko preverjali izkoristek reakcije reagentov s prostimi 
aminokislinami. 
Vsaka aminokislina se sicer derivatizira neodvisno od druge, zato interni standard ni dovolj 
poveden, da bi preko njega lahko spremljali učinkovitost derivatizacije. Kljub temu smo se 
odločili preveriti, če lahko interni standard (norvalin in sarkozin) dodamo k vzorcem kot 
kromatografski vrh, preko katerega bi lahko vsaj okvirno potrdili učinkovitost reakcije. Pri 
tem smo dokazali, da bi norvalin lahko služil kot interni standard OPA spektra, medtem ko 
tega ne moremo potrditi za sarkozin, potencialni interni standard FMOC spektra. Pri 
slednjem namreč nismo dosegli ustreznega odziva. 
AQC metoda, ki smo jo v magistrski nalogi uporabljali kot referenčno metodo, je za sprotno 
spremljanje vsebnosti aminokislin v gojišču manj primerna kot OPA in FMOC metoda. Za 
optimalno derivatizacijo je potrebna inkubacija pri 56 °C, zaradi česar priprava in ločba 
vzorcev težje potekata na istem sistemu. Kljub temu, na podlagi rezultatov te naloge, lahko 
potrdimo, da je trenutno še vedno bolj primerna kromatografska metoda za analitiko realnih 
vzorcev bioprocesne brozge. AQC metoda ustreza vsem validacijskim kriterijem. Trajanje, 
zahtevnost in stroški analize so podobni kot pri OPA in FMOC metodi. Poleg boljše kontrole 
nad derivatizacijo pa ima referenčna metoda predvsem boljšo ločbo in posledično bolj točne 
rezultate tudi pri sekundarnih aminokislinah. 
Metod za določanje aminokislin v bioprocesni brozgi je veliko. Z zelo dobrimi rezultati je 
tudi masna spektrometrija (MS) metoda, s katero lahko izredno natančno določamo 
aminokisline. Powers in sodelavci (2019) so s tekočinsko kromatografijo sklopljeno z masno 
spektrometrijo razvijali metodo, s katero bi prav tako lahko sprotno določevali vsebnost 
aminokislin v gojišču. MS metode sicer podajajo boljše rezultate, prav tako pri njih ni 
potrebna derivatizacija aminokislin pred analizo, vendar imajo tudi določene slabosti v 
primerjavi s kromatografskimi metodami, kot je OPA/FMOC metoda, ki je uporabljena v 
magistrski nalogi. MS analitika je dražja, dolgotrajnejša ter predvsem veliko bolj 
kompleksna, tako pri izvedbi analize kot potem pri analizi rezultatov. 
V magistrskem delu nam je delno uspelo potrditi zastavljene hipoteze. OPA in FMOC 
metoda je avtomatizirana, tako priprava vzorcev kot ločba potekata na kromatografskem 
sistemu. Izvedba analiz je hitrejša ter natančnejša. Nova metoda z ustrezno natančnostjo, 
specifičnostjo, robustnostjo in točnostjo določuje vsebnosti primarnih prostih aminokislin v 
bioprocesni brozgi. Pri sekundarnih aminokislinah pa, predvsem zaradi nespecifičnih vrhov 
in večje variabilnosti, metoda ni dosegla postavljenih ciljev. 
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6  SKLEPI 
V skladu z zastavljenimi cilji naloge smo prišli do sledečih sklepov: 
- OPA in FMOC metoda je tekom razvoja na primeru standardov prikazovala primerne 
rezultate in dosegla večino validacijskih parametrov (razen določenih parametrov pri 
sekundarnih aminokislinah, ki so bile minimalno izven kriterijev sprejemljivosti).  
- Cilj avtomatizacije smo dosegli, saj smo potrdili predvsem ustrezno pripravo 
(redčenje in derivatizacijo) direktno na kromatografskem sistemu. 
- Razvita metoda dosega vse validacijske kriterije za določanje primarnih aminokislin 
v bioprocesni brozgi, pri sekundarnih aminokislinah pa je kvantifikacija otežena in 
bolj variabilna. Kljub optimizaciji smo tekom poskusov dokazali, da ima metoda še 
veliko pomankljivosti, ki bi jih bilo potrebno odpraviti, da bi bila analitska metoda 
povsem zanesljiva. 
- Celotno določevanje sekundarnih aminokislin in nespecifične reakcije so ključni 
dejavniki, kjer je potrebna nadaljnja optimizacija. Odkrili smo vzroke za 
nespecifične vrhove, kar nakazuje, da kombinacija izbranih reagentov morda ni 
optimalna za določanje celotnega željenega spektra aminokislin. 
- Metoda je primerna za analizo vzorcev kot podpore razvoja bioprocesa, za popolno 
validacijo in ustreznost pa je potreben dodaten razvoj. 
- Čeprav metoda potrebuje dodatne izboljšave, lahko s svojimi dognanji in zaključki 
pomagamo pri razvoju podobnih analitskih kromatografskih metod. 
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V okviru magistrske naloge smo optimizirali in testirali metodo za določanje vsebnosti 
aminokislin v bioprocesni brozgi med bioprocesom s čim višjo stopnjo avtomatizacije. 
Spremljanje aminokislinske sestave je pomemben del kontrole in razvoja bioprocesa. Razvoj 
bioloških zdravil je vedno hitrejši, zato je tudi za analitske metode potrebno, da čim hitreje 
podajajo rezultate, seveda z ustrezno točnostjo in natančnostjo. 
Na podlagi doseženih rezultatov bi lahko potrdili ustreznost izbrane analitske metode, 
vendar zgolj za določanje vsebnosti primarnih aminokislin. Variabilnost pri rezultatih 
sekundarnih aminokislin je namreč prevelika in ni primerna za uporabo pri razvoju 
bioprocesov. Če je informacija o primarnih aminokislinah zadostna za potrebe razvoja 
bioprocesa, bi nova metoda lahko predstavljala veliko izboljšavo. Metoda je namreč dovolj 
avtomatizirana tako pri pripravi vzorcev kot pri interpretaciji rezultatov. Za sekundarne 
aminokisline pa bi bilo potrebno z razvojem nadaljevati, da bi dosegli kriterije 
sprejemljivosti. Ugotoviti bi bilo potrebno še druge morebitne vplive na samo reakcijo in na 
ločbo njenih produktov. Občutljivost reakcije je očitno zelo velika, obstaja pa še veliko 
parametrov, ki imajo lahko vpliv nanjo. Preveriti je treba še več dejavnikov, ki lahko vplivajo 
pri pripravi vzorca, na primer: volumne reagentov, načine mešanja pri pripravi, temperature 
in pH reakcije ter nato samo ločbo: gradient mobilne faze, kolono, pretok, temperaturo 
kolone... Potencialno možnost za boljše rezultate bi lahko predstavljala tudi izbira drugega 
reagenta za določevanje sekundarnih aminokislin. Prav tako bi lahko v celoti zamenjali 
reagent za derivatizacijo, saj tudi sicer primeren OPA reagent povzroča nastanek 
nespecifičnih vrhov pri detekciji FMOC produktov. V ta namen smo že preverjali referenčno 
metodo AQC, katera bi se izvajala avtomatsko na izbranem kromatografskem sistemu, 
vendar rezultati niso bili primerni. Z nadaljnjim razvojem bomo zagotovo lahko razvili 
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Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Asp 
R ≥ 0,99 0,994 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Glu 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Asn 
































































Linearnost odziva - asparagin
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Kriteriji ustreznosti –linearnost 
His 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Ser 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Gly 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Thr 






















































































Linearnost odziva - treonin
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Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Arg 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Ala 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Tyr 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Cys 

























































































Linearnost odziva - cistein
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Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Val 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Met 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
norvalin 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Trp 

















































































Linearnost odziva - triptofan
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Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Phe 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Ile 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Leu 
R ≥ 0,99 1,00 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Lys 























































































Linearnost odziva - lizin
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Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Hyp 
R ≥ 0,99 0,99 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
sarkozin 
R ≥ 0,99 0,99 
 
 
Kriteriji ustreznosti –linearnost 
Pro 




































































Linearnost odziva - prolin
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Rezultati linearnosti odziva za posamezne aminokisline 
 
Aminokislina Obseg linearnosti [µM] R- koeficient 
Asparaginska kislina ≤900 0,99 
Glutaminska kislina ≤1350 1,00 
Asparagin ≤1800 0,99 
Serin ≤1800 1,00 
Glutamin ≤1800 1,00 
Histidin ≤1800 1,00 
Glicin ≤1800 1,00 
Treonin ≤1350 1,00 
Arginin ≤1800 1,00 
Alanin ≤1350 1,00 
Tirozin ≤1350 1,00 
Cistein ≤1350 1,00 
Valin ≤1350 1,00 
Metionin ≤1800 1,00 
Norvalin ≤1800 1,00 
Triptofan ≤1800 1,00 
Fenilalanin ≤1350 1,00 
Izolevcin ≤1350 1,00 
Levcin ≤1800 1,00 
Lizin ≤1800 1,00 
Hidroksiprolin ≤900 0,99 
Sarkozin ≤900 0,99 
Prolin ≤720 0,99 
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LOD in LOQ vrednosti posamezne aminokisline 
 
Aminokislina LOD LOQ 
Asparaginska kislina 0,5 1,8 
Glutaminska kislina 0,6 2,0 
Asparagin 0,2 0,7 
Serin 0,2 0,6 
Glutamin 0,3 0,9 
Histidin 0.3 1.0 
Glicin 0,3 0,9 
Treonin 0,3 0,9 
Arginin 0,2 0,6 
Alanin 0,2 0,8 
Tirozin 0,3 0,9 
Cistein 0,1 0,4 
Valin 0,2 0,6 
Metionin 0,3 0,9 
Norvalin 0.7 2,2 
Triptofan 0,3 1,0 
Fenilalanin 0,3 1,1 
Izolevcin 0,3 0,9 
Levcin 0,2 0,7 
Lizin 0,2 0,7 
Hidroksiprolin / / 
Sarkozin / / 
Prolin / / 
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Točnost OPA in FMOC metode (primerjava z referenčno AQC metodo). 
Aminokislina 
Rezultat analize z OPA in 
FMOC metodo [mM] 
Rezultat analize z AQC 
metodo [mM] 
Relativna razlika [%] 
Asparaginska 
kislina 
0,76 0,83 9 
Glutaminska 
kislina 
0,71 0,87 20 
Asparagin 0,82 0,88 7 
Serin 0,81 0.90 10 
Glutamin 0,84 0,90 7 
Histidin 0,83 0,90 8 
Glicin 0,81 0,91 12 
Treonin 0,80 0,88 9 
Arginin 0,80 0,89 11 
Alanin 0,75 0,87 15 
Tirozin 0,83 0,89 7 
Cistein 0,81 0,89 10 
Valin 0,89 0,88 2 
Metionin 0,89 0,90 1 
Norvalin 0,89 / / 
Triptofan 0,77 0,90 15 
Fenilalanin 0,82 0,89 8 
Izolevcin 0,78 0,88 12 
Levcin 0,79 0,90 13 
Lizin 0,75 0,92 20 
Hidroksiprolin 0,86 0,83 3 
Sarkozin 0,82 / / 
Prolin 0,80 0,79 1 
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Priloga E1: Relativna razlika v površinah kromatografskih vrhov aminokislin v standardu 
po štirih in petih dnevih 
Aminokislina  
Relativna razlika v 
površinah kromatografskih 
vrhov po 4. dneh [%] 
Relativna razlika v površinah 
kromatografskih vrhov po 5. 
dneh [%] 
Asp 4,2 0,9 
Glu 3,8 4,2 
Asn 2,6 6,7 
Ser 3,2 1,5 
Gln 3,2 2,8 
His 1,5 4,5 
Gly 1,9 4,6 
Thr 1,2 3,8 
Arg 2,3 4,4 
Ala 0,8 5,3 
Tyr 3,3 4,1 
Cys 5,6 0,8 
Val 3,4 3,8 
Met 3,4 4,5 
Norvalin 2,4 3,9 
Trp 3,1 4,1 
Phe 1,8 3,6 
Ile 3,7 3,4 
Leu 3,2 4,1 
Lys 1,3 5,9 
Hyp 0,3 0,6 
Sarkozin 2,0 4,6 
Pro 2,5 5,2 
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Priloga E2: Relativne razlike v površinah kromatografskih vrhov pri svežem in pri 5 dni 
starem reagentu 
Aminokislina  
Relativna razlika v površinah 
kromatografskih vrhov pri 
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Test prisotnosti hidroksiprolina 
 
Podatki za test koncentracije hidroksiprolina (pozicije in informacije o vzorcih v posamezni 
luknjici ploščice). Vzorec 1 predstavlja 10× redčen vzorec, vzorec 2 pa neredčen vzorec. 
 
PL#1 1 2 3 4 
A Prazno 
MiliQ voda + aktivno 
oglje 




C standard 0,8 µg Vzorec 2 (10 µL) 
D standard 0,6 µg Vzorec 1 (30 µL) 
E standard 0,4 µg Vzorec 2 (30 µL) 
F standard 0,2 µg Vzorec 1 (50 uL) 
G 
Vzorec 2 (30 µL) + 
standard 0,4 µg 
Vzorec 2 (50 µL) 
H MiliQ voda 
Vzorec 1 (brez 
aktivnega oglja) (30 µL) 
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Strukture aminokislin so povzete po : https://www.sigmaaldrich.com/life-
science/metabolomics/learning-center/amino-acid-reference-chart.htm (November, 2020) 
 
